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生化 工程 (生物 化 学 工程 ) 是 生物 化 学 与 化 学 工程 相 结合 的 交叉 学 科 。 它 以 生 
物化 学 为 理论 基础 ,运用 化 学 工程 的 原理 和 方法 ,将 实验 室 规模 的 以 活 的 细胞 或 酶 
作 催 化 剂 的 生物 技术 成 果 进 行 工程 开发 ,使 之 成 为 工业 规模 的 生物 反应 过 程 。 生 
化 工程 实质 上 研究 和 解决 的 是 生物 反应 过 程 中 带 有 共性 的 工程 技术 问题 ,如 培养 
基 灭 菌 ,空气 除 菌 ,搅拌 与 通风 ,生化 反应 器 的 设计 、 放 大 和 优化 操作 ,大 规模 的 细 
胞 培养 技术 及 动力 学 ,生物 反应 产物 的 分 离 纯化 等 问题 。 因 此 ,生化 工程 是 生物 技 
术 产 业 化 的 桥梁 。 

在 20 世纪 40 年 代 之 前 ,发 酵 工 业 生产 的 产品 种 类 很 少 , 人 类 还 没有 掌握 保持 
发 酵 过 程 无 杂 菌 状态 的 技术 ,对 发 酵 过 程 的 纯 培 养 要 求 从 未 严格 执行 。 酒 类 、 乙 
醇 \ 丙 酮 . 丁 醇 、. 乳 酸 等 厌 氧 发 酵 中 ,由 于 不 大 量 供应 空气 ,加 之 原料 和 产物 浓度 很 
高 ,足以 抑制 大 多 数 杂 菌 的 生长 ,因而 深层 液体 厌 氧 发 酵 早 就 具有 较 大 的 规模 。 在 
当时 的 少数 好 氧 发 酵 产 品 的 生产 ,如 面包 酵母 .柠檬 酸 、 醋 酸 、 葡 萄 糖 酸 的 发 酵 过 程 
中 ,酵母 的 比 生长 速率 高 ,柠檬 酸 、 醋 酸 、 葡 萄 糖 酸 的 发 酵 液 pH 降 得 很 低 ,使 得 这 
些 好 氧 发 酵 过 程 都 很 少 发 生 杂 菌 污染 问题 。 

20 世纪 40 年 代 初 期 ,第 二 次 世界 大 战 爆发 ,急需 一 种 比 磺胺 药物 更 有 效 而 毒 
副作用 小 的 抗 细菌 药物 来 治疗 战场 上 大 批 伤员 的 创伤 引起 的 感染 。 早 在 1928 年 
英国 细菌 学 家 弗 莱 明 (Fleming) 就 发 现 了 青霉素 ,1940 年 英国 病理 学 家 弗 洛 里 
(Florey) 和 生物 化 学 家 钱 恩 (CChain) 提 取出 了 青霉素 纯 品 并 经 临床 证 实 具 有 卓越 
疗效 和 低 毒 性 质 。 这 时 ,路 待 将 青霉素 投入 工业 生产 ,这 对 当时 的 发 酵 工 业 来 说 ， 
任务 空前 艰巨 。 青 霉 素 的 生产 菌株 是 严格 好 氧 菌 , 其 比 生 长 速率 低 ,青霉素 是 次 级 
代谢 产物 , 菌 体 的 前 期 生长 和 后 期 青霉素 合成 的 发 酵 周 期 达 100h, 发 酵 过 程 中 要 
不 间断 供 氧 ,使 得 保持 无 杂 菌 状态 非常 困难 。 发 酵 后 期 ,由 于 菌 丝 体 的 生长 繁殖 ， 
发 酵 液 流 变 特性 显著 变化 ,不 利于 氧气 向 发 酵 液 的 传 质 ,为 此 , 需 加 大 通风 量 , 这 使 
得 无 杂 菌 状态 更 难保 持 。 在 这 种 情况 下 ,许多 化 学 工程 学 者 参与 到 这 一 难题 的 攻 
克 中 来 ,他 们 收集 了 大 量 的 微生物 在 工业 上 应 用 的 资料 ,进行 综合 分 析 与 总 结 , 创 
新 性 地 引进 化 学 工程 中 的 一 些 概念 和 方法 ,把 发 酵 过 程 看 做 化 学 上 的 一 种 特殊 的 
催化 反应 。1943 年 ,经 过 英 、 美 两 国 科学 家 和 工程 师 的 共同 努力 ,一 个 轨 新 的 青 霉 
素 深 层 发 酵 生产 过 程 诞生 了 , 它 包 括 带 有 机 械 搅拌 和 通 入 无 菌 空气 的 密闭 式 发 酵 
饶 系 统 (初期 的 发 酵 缸 容积 为 5ms ) ,以 及 包括 离心 萃取 和 冷冻 干燥 在 内 的 青霉素 
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提取 精制 系统 ,使 青霉素 的 产量 和 质量 大 幅度 提高 。 青 霉 素 的 工业 规模 好 氧 深层 
发 酵 系 统 的 建立 标志 着 生化 工程 学 的 诞生 。1947 年 ,生化 工程 学 在 世界 范围 内 得 
到 公认 ,1949 年 举行 了 生化 工程 学 的 首次 国际 会 议 。 生 化 工程 学 的 诞生 开创 了 发 
酵 工 业 的 新 纪元 ,使 发 酵 工 业 进 入 了 一 个 胃 新 的 阶段 ,一 方面 使 发 酵 工业 原 有 的 和 
新 的 初级 代谢 产物 的 生产 有 了 新 的 高 效 生 产 方式 , 另 一 方面 开辟 了 次 级 代谢 产物 
发 酵 生产 的 先河 。 一 大 批 好 氧 发 酵 产 品 , 如 氨基 酸 发 酵 、 酶 制剂 生产 、 抗 菌 素 生 产 
得 以 迅速 开发 和 工业 化 。 

1954 年 ,Hastings 首次 提 到 生化 工程 需要 解决 的 基本 问题 是 深层 培养 .通风 
与 空气 分 布 方法 .搅拌 .培养 基 和 设备 的 灭 菌 大量 空气 的 灭 菌 ,发 酵 设备 的 冷却 方 
式 . 过滤 以 及 由 于 新 工艺 过 程 所 引起 的 特殊 公害 和 卫生 问题 。 几 十 年 来 , 随 着 生物 
工业 的 发 展 , 以 生物 细胞 和 酶 为 生物 催化 剂 的 工业 生物 产品 种 类 和 数量 不 断 增加 ， 
如 抗生素 、 氨 基 酸 、 有 机 酸 、 维 生 素 、 各 种 酶 制剂 TERI, eT . 单 细胞 蛋白 、 当 族 化 
合 物 等 的 种 类 和 生产 规模 都 在 增加 ,这 些 产品 在 生产 过 程 中 遇 到 的 工程 问题 不 断 
出 现 , 因 此 ,生化 工程 的 内 容 也 不 断 地 拓宽 ,如 反应 器 的 放大 方法 .连续 和 半 连 续 培 
养 的 实践 与 理论 ,控制 培养 环境 的 反应 器 自控 技术 、 酶 和 细胞 的 固定 化 技术 等 已 成 
为 生化 工程 的 重要 内 容 。 

需要 指出 的 是 ,尽管 近年 来 一 些 动 植物 细胞 和 组 织 培养 技术 受到 广泛 的 重视 ， 
但 这 些 培养 过 程 技术 的 开发 多 是 在 考虑 了 动 植物 细胞 及 其 产物 特点 的 条 件 下 , 结 
合 微生物 细胞 为 生物 催化 剂 的 生化 工程 研究 成 果 而 进行 的 。 因 此 ,以 微生物 细胞 
作为 生物 催化 剂 的 生化 工程 实践 与 理论 在 整个 生化 工程 体系 中 具有 核心 的 地 位 。 

生化 工程 与 化 学 工程 最 显著 的 区 别 是 ,生化 工程 所 处 理 的 是 以 生物 活 细 胞 ( 微 
生物 细胞 、 动 物 细胞 、 植 物 细胞 ) 或 酶 为 生物 催化 剂 的 生物 化 学 反应 过 程 。 化 学 工 
程 目前 已 发 展 到 了 很 高 的 水 平 ,然而 ,将 化 学 工程 原理 应 用 于 生物 反应 的 历史 还 很 
短 ,在 过 去 的 几 十 年 里 已 积累 了 不 少 基本 知识 ,但 随 着 生物 产业 的 迅猛 发 展 , 有 待 
认识 和 解决 的 问题 还 很 多 。 本 书 精 选 的 如 下 内 容 是 生化 工程 的 基本 知识 。 


1. 培养 基 灭 菌 和 空气 除 菌 


生物 反应 过 程 的 细胞 培养 绝 大 多 数 是 纯 种 培养 过 程 , 而 自然 界 中 的 微生物 无 
处 不 在 ,微生物 培养 基 中 通常 都 含有 比较 丰富 的 营养 物质 ,如 果 一 定数 量 的 杂 菌 存 
在 于 培养 系统 ,就 会 与 生产 菌株 争夺 营养 物质 , 杂 菌 分 泌 的 代谢 产物 可 能 会 改变 培 
养 基 的 理化 性 质 ,还 可 能 分 解 目 标 产 物 , 轻 者 影响 产量 和 产 率 , 重 者 导致 生产 过 程 
失败 。 因 此 ,生产 过 程 中 的 原料 、 设 备 和 空气 的 灭 菌 以 及 无 杂 菌 状态 的 保持 是 生化 
工程 的 重要 内 容 。 本 书 第 2、3 章 分 别 系统 曾 述 工业 规模 培养 基 灭 菌 和 空气 除 菌 原 
理 与 技术 。 
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2. 通风 与 搅拌 


好 氧 发 酵 系 统 的 微生物 需要 有 溶解 氧 参与 代谢 活动 ,基质 的 氧化 . 菌 体 的 生 
长 .产物 的 合成 , 均 需 要 大 量 的 氧 。 然 而 ,氧气 是 难 溶 气 体 , 溶 解 度 很 低 ,因此 ,与 向 
微生物 培养 体系 提供 其 他 营养 物质 的 方式 不 同 , 在 好 氧 发 酵 系统 中 ,必须 自始至终 
不 间断 地 向 微生物 提供 溶解 氧 。 在 好 氧 液体 深层 发 酵 的 工业 生产 中 ,消耗 在 气体 
的 通 入 和 搅拌 等 方面 的 费用 占 生 产 成 本 的 比例 很 大 ,为 了 保证 溶解 氧 浓 度 足 够 高 ， 
如 何 合理 设计 反应 器 并 通过 搅拌 等 手段 提高 氧气 向 反应 液 的 传递 速率 一 直 是 生化 
工程 学 的 重要 课题 。 本 书 第 4 章 从 细胞 对 氧 的 需求 人手 ,从 液体 培养 过 程 中 氧 传 
递 及 速率 、 搅 拌 器 轴 功 率 的 计算 、 影 响 氧 传递 系数 的 因素 等 方面 系统 曾 述 通风 与 搅 
拌 的 工程 问题 。 


3. 生物 反应 器 与 生物 反应 器 的 比拟 放大 


生物 反应 器 是 生物 反应 过 程 的 核心 设备 , 它 为 细胞 的 生长 代谢 或 酶 反应 提供 
适宜 的 场所 。 生 物 反应 器 的 结构 ,操作 方式 和 操作 条 件 与 产品 的 质量 、 产 量 和 能 耗 
有 非常 密切 的 关系 。 生 物 反应 器 的 设计 、 放 大 和 操作 中 存在 着 一 系列 带 有 共性 的 
工程 技术 问题 ,如 物料 的 混合 与 流动 、 传 质 与 传 热 ,细胞 反应 动力 学 、 酶 反应 动力 
学 、 反 应 液 的 流 变 学 等 。 一 个 新 的 生物 反应 过 程 的 开发 ,其 最 初 阶段 是 发 现 和 认识 
新 的 生物 反应 ,然后 才 进入 工程 阶段 。 在 工程 阶段 中 ,生化 工程 工作 者 首先 过 到 的 
问题 是 生物 反应 器 的 选 型 , 即 选择 什么 型 式 的 生物 反应 器 来 完成 这 一 特定 的 生物 
反应 。 选 型 确定 后 ,进入 操作 条 件 的 选择 、 反 应 器 的 放大 和 工程 设计 等 步骤 ,这 时 
就 需要 综合 考虑 生物 反应 本 身 的 规律 、 反 应 器 结构 与 传 质 传 热 规 律 等 因素 来 解决 
问题 ,以 达到 获得 尽量 高 的 生产 效率 的 目的 。 生 物 反应 器 的 设计 、 放 大 和 操作 是 生 
化 工程 的 重要 内 容 。 本 书 第 6 章 主要 系统 阐述 生物 反应 器 设计 的 目标 和 原则 , 生 
物 工 业 中 普遍 应 用 的 好 氧 微生物 细胞 反应 器 的 结构 、 功 能 和 特点 。 第 7 章 系统 闸 
述 机 械 搅拌 式 反 应 器 、 气 升 式 反应 器 以 及 管 式 反 应 器 的 放大 设计 中 ,常用 的 几何 尺 
寸 和 主要 操作 参数 的 经 验 和 半 经 验 放大 方法 。 


4. 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 原理 与 技术 


酶 作为 生物 催化 剂 ,具有 反应 条 件 温 和 、` 专 一 性 强 、 催 化 效率 高 等 优点 ,但 也 有 
一 定 的 局 限 性 ,如 酶 在 催化 反应 后 分 离 困 难 ,无 法 重复 利用 ,对 热 , 酸 、 碱 和 有 机 溶 
剂 敏感 等 。 固 定 化 酶 (细胞 ) 是 将 酶 (细胞 ) 限 制 在 一 定 空间 内 并 能 连续 地 反复 使 用 
的 酶 (细胞 )。 自 20 世纪 50 年 代 末 首次 制 得 稳定 的 、 可 反复 使 用 的 .不溶 于 水 的 酶 
制品 以 来 ,固定 化 酶 作为 高 度 专 一 的 能够 用 于 连续 过 程 的 新 型 非 均 相 催化 剂 , 引 
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起 了 生化 工程 技术 人 员 的 高 度 重 视 。 固 定 化 酶 克服 了 游离 酶 的 诸多 弱点 ,具有 可 
重复 利用 ,与 产物 分 离 容易 , 易 实现 自控 和 连续 化 等 优势 。20 世纪 70 年 代 初 ,第 
一 次 酶 工程 国际 会 议 召开 , 酶 工程 的 宗旨 在 于 有 效 地 利用 酶 。 在 此 前 后 ,固定 化 
酶 .固定 化 细胞 .固定 化 增殖 细胞 技术 的 研究 与 工业 应 用 广泛 展开 ,如 用 固定 化 葡 
萄 糖 异 构 酶 将 葡萄 糖 异 构成 果糖 ,利用 固定 化 活 细胞 生产 乙醇 \ 有 机 酸 、 氨 基 酸 、 搞 
生 素 等 。 由 于 生物 反应 过 程 的 本 质 是 酶 促 反 应 ,因而 作为 更 有 效 地 利用 酶 的 固定 
化 酶 (细胞 ) 技 术 , 必 将 为 传统 的 生物 工程 技术 提供 改革 和 创新 机 会 。 因 此 ,固定 化 
酶 (细胞 ) 技 术 是 生化 工程 的 重要 组 成 部 分 。 


5. 生化 反应 动力 学 


生化 反应 动力 学 研究 生化 反应 过 程 的 速率 及 其 影响 因素 ,如 发 酵 动 力学 研究 
底 物 消耗 速率 、 细 胞 生长 速率 .代谢 产物 生成 速率 及 其 影响 因素 ; 酶 反应 动力 学 研 
究 酶 催化 的 底 物 消耗 速率 、 产 物 生成 速率 及 其 影响 因素 。 生 化 反应 动力 学 应 包括 
两 个 层次 的 动力 学 。 第 一 是 微观 动力 学 , 它 是 指 没 有 传 质 \ 传 热 \ 混 合 等 工程 因素 
影响 时 ,生化 反应 固有 的 速率 。 该 速率 除了 反应 本 身 的 特性 外 ,只 与 各 反应 组 分 的 
浓度 、 催 化 剂 及 溶剂 性 质 有 关 , 而 与 传递 等 反应 器 因素 无 关 。 第 二 是 宏观 动力 学 ， 
又 可 称 为 反应 器 动力 学 , 它 是 指 在 反应 器 内 所 观察 到 的 生物 反应 的 反应 速率 及 其 
影响 因素 ,这 些 影响 因素 包括 反应 器 结构 、 操 作 方 式 、 混 合 状态 、 传 质 与 传 热 性 质 
等 。 生 化 反应 动力 学 研究 是 优化 与 控制 反应 过 程 的 基础 。 本 书 除了 在 各 章 中 加 强 
动力 学 的 概念 之 外 ,第 5 章 培 养 技术 与 理论 中 系统 阐述 间 鞭 发 酵 、. 连 续 发 醇和 半 连 
续 发 醇 动力 学 ,第 8 章 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 原理 与 技术 中 系统 曾 述 反应 器 酶 反应 
动力 学 。 


6. 生物 反应 过 程 的 质量 和 能 量 衡 算 


微生物 的 生长 代谢 过 程 尽管 非常 复杂 ,但 仍 存在 一 定 的 规律 性 ,微生物 生化 反 
应 伴随 着 物质 间 的 转化 以 及 物质 与 能 量 间 的 转化 。 第 9 章 着 重用 质量 和 能 量 衡 算 
方法 建立 起 生物 反应 过 程 中 质量 、 能 量 间 转 化 的 关系 ,并 用 实验 法 求 出 有 关 的 多 种 
质量 -质量 转化 系数 及 质量 -能 量 转化 系数 。 这 些 系数 对 于 综合 评价 不 同 菌株 、 不 
同 基 质 发 酵 生 产 同 一 产物 的 技术 经 济 性 能 非常 重要 。 

生物 技术 在 快速 发 展 , 生 化 工程 需要 解决 的 问题 很 多 ,如 新 型 生物 反应 器 的 研 
究 与 开发 ,包括 节能 型 微生物 反应 器 、 动 植物 细胞 培养 反应 器 ,充分 考虑 了 生物 安 
全 性 的 基因 工程 菌株 生物 反应 器 的 开发 与 设计 ,有 利于 反应 过 程控 制 的 描述 生物 
反应 过 程 的 数学 模型 的 建立 ,生产 过 程控 制 手段 的 改进 ,特别 是 能 在 线 反 映 生 物 反 
应 器 内 重要 参数 的 传感器 的 研制 ,新 型 生物 分 离 方 法 和 设备 的 研究 开发 等 。 


第 1 章 引言 5 


生化 工程 基础 知识 的 学 习 、 掌 握 与 运用 ,有 益 于 生物 工程 技术 人 员 在 提高 生物 


产品 生产 过 程 效 率 的 工作 中 取得 成 绩 。 
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第 2 章 培养 基 灭 菌 


提 要 


培养 基 的 灭 菌 是 指 杀 灭 培养 基 中 有 生活 能 力 的 微生物 营养 体 及 其 孢子 的 过 
程 。 工 业 规 模 的 培养 基 灭 菌 采用 燕 汽 温 热 灭 菌 法 。 高 温 的 燕 汽 在 杀 死 培养 基 中 杂 
菌 的 同时 ,也 会 破坏 营养 成 分 ,所 以 ,培养 基 灭 菌 时 的 温度 和 时 间 必 须 合 理 设计 ,使 
之 既 能 达到 细胞 培养 所 需 的 无 菌 程度 ,又 能 保证 有 效 成 分 的 破坏 在 允许 的 范围 
之 内 。 

培养 基 湿 热 灭 菌 时 ,微生物 的 均 相 死 灭 速 率 与 残存 的 微生物 数量 成 正比 , 即 


生物 中 细菌 的 芽孢 最 难 杀 灭 , 灭 菌 时 以 细菌 芽孢 的 死 灭 程 度 为 控制 指标 ; 随 灭 菌 温 
度 的 提高 ,K 值 增 大 。 灭 菌 时 ,营养 物质 热 分 解 反应 也 符合 化 学 反应 的 一 级 动力 


学 , 即 一 华 一 K。。c。 热 敏 性 物质 热 分 解 速率 常数 Ks 随 物质 种 类 和 温度 的 不 同 而 


不 同 。 营 养 物 质 中 维生素 最 容易 受热 破坏 ;温度 升 高 ,Ku 增加 。 高 温 短 时 灭 菌 方 
法 是 灭 菌 动力 学 得 出 的 最 重要 结论 之 一 , 它 既 能 快速 灭 菌 , 又 能 使 热 敏 性 营养 成 分 
的 破坏 量 尽量 降低 。 

进行 培养 基 灭 菌 设计 时 ,应 先 选 择 一 个 合适 的 培养 基 无 菌 程度 (N/No)。 常 
XO BE UIROS TORRE N 二 10 习 , 它 的 意义 是 灭 菌 1000 次 ,存活 一 个 活 孢 子 的 
机 会 为 1 次 。 

工业 上 培养 基 的 灭 菌 有 间歇 灭 菌 和 连续 灭 菌 两 种 基本 方式 。 间 歇 灭 菌 是 将 配 
好 的 培养 基 送 入 发 酵 匀 , 通 入 蒸汽 将 培养 基 和 所 用 的 设备 一 起 进行 灭 菌 的 操作 过 
程 。 间 歇 灭 菌 包括 升温 、 保 温和 降温 三 个 阶段 , 灭 菌 主要 是 在 保温 过 程 中 实现 。 进 
行 间 歇 灭 菌 设计 时 ,可 先 确定 灭 菌 温度 ,再 根据 设备 能 达到 的 升温 和 降温 速率 确定 
升温 和 降温 段 灭 菌 温度 与 时 间 的 关系 ,计算 灭 菌 全 过 程 培养 基 能 达到 的 无 菌 程度 ， 
与 既定 的 培养 基 无 菌 程度 进行 对 比 ,如 果 没 有 达到 既定 的 无 菌 程度 ,就 要 调整 灭 菌 
温度 或 时 间 。 间 歇 灭 菌 中 培养 基 升 温和 降温 时 间 长 ,对 热 敏 性 营养 物质 的 破坏 
较 多 。 

培养 基 的 连续 灭 菌 是 将 配制 好 的 培养 基 在 专门 的 连续 灭 菌 设备 中 加 热 , 保 温 
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和 冷却 ,完成 灭 菌 过 程 。 与 间歇 灭 菌 相 比 , 其 特点 是 升温 和 降温 所 用 时 间 缩 短 , 因 
此 可 采用 更 高 的 灭 菌 保温 温度 ,更 短 的 保温 时 间 , 这 样 就 有 利于 减少 热 敏 性 营养 物 
质 的 破坏 。 连 续 灭 菌 培养 基 的 加 热 和 冷却 是 快速 的 ,培养 基 保温 是 在 维持 铀 或 维 
持 管内 完成 的 。 培 养 基 采 用 连续 灭 菌 方法 时 ,发 酵 钠 应 在 连续 灭 菌 开始 之 前 进行 
空 钠 灭 菌 ,以 容纳 经 过 灭 菌 的 培养 基 。 加 热 器 、 维 持 钠 、 冷 却 器 和 相应 的 管 路 也 应 
先进 行 蒸汽 灭 菌 。 

定义 流体 在 连续 灭 菌 反应 器 中 的 平均 停留 时 间 为 反应 器 的 体积 除 以 通过 反 
应 器 的 流体 流 率 。 连 续 灭 菌 培 养 基 的 每 一 质点 并 不 都 在 反应 器 中 停留 同样 的 时 
间 , 反 应 器 中 停留 时 间 不 同 的 物料 之 间 的 混合 称 为 返 混 。 返 混 是 一 个 复杂 的 现象 ， 
目前 用 数学 解析 的 方法 很 难 阐明 。 在 化 学 工程 中 根据 返 混 的 程度 将 连续 反应 器 分 
为 活塞 流 反 应 器 (plug flow reactor. PFR) 和 全 混流 反应 器 (continuous stirred 
tank reactor, CSTR) 两 个 理想 模型 。 活 塞 流 模型 中 ,反应 器 中 的 物料 像 活 塞 一 样 
流动 , 返 混 为 零 ; 全 混流 模型 中 ,反应 器 中 所 有 的 物料 达到 充分 的 混合 , 返 混 为 无 穷 
大 。 实 际 反应 器 中 的 返 混 程 度 总 是 处 于 这 两 种 理想 流动 的 模型 之 间 。 长 径 比 很 大 
的 管 式 反 应 器 接近 于 活塞 流 模型 ,混合 良好 的 搅拌 式 反应 器 接近 全 混流 模型 。 培 
养 基 在 活塞 流 反 应 器 和 全 混流 反应 器 中 分 别 进行 灭 菌 时 ,培养 基 能 达到 的 无 菌 程 
度 (N/No) 都 是 比 热 死 灭 速率 常数 KK 和 灭 菌 时 间 的 函数 。 在 相同 的 温度 下 灭 菌 ， 
要 想 达 到 相同 的 培养 基 无 菌 程 度 , 将 活塞 流 反 应 器 与 全 混流 反应 器 的 灭 菌 效率 进 
行 对 比 ,发 现 活塞 流 反应 器 需要 的 时 间 短 ,全 混流 反应 器 需要 的 时 间 长 ,因此 ,活塞 
流 反应 器 具有 和 较 高 的 灭 菌 效率 。 

在 连续 灭 菌 反 应 器 的 设计 中 ,确定 了 灭 菌 温度 后 ,物料 的 停留 时 间 是 主要 的 设 
计 参 数 。 工 业 上 常用 的 连续 灭 菌 流程 中 ,物料 被 加 热 到 既定 温度 后 , 常 采用 维持 
管 、 维 持久 或 维持 塔 来 保持 培养 基 的 温度 ,完成 菌 体 死 灭 过 程 。 管 式 反 应 器 虽 然 接 
近 活 塞 流 反 应 器 ,但 仍 存在 一 定 程 度 的 返 混 , 氏 式 反应 器 和 塔 式 反应 器 则 偏离 活塞 
流 反 应 器 更 大 一 些 。 为 了 更 准确 地 设计 连续 灭 菌 反应 器 ,可 以 采用 扩散 模型 来 描 
述 连 续 灭 菌 反应 器 。 扩 散 模 型 的 基本 观点 是 ,流体 在 管内 流动 时 ,由 于 分 子 扩散 和 
涡流 扩散 的 作用 使 一 部 分 流体 质点 沿 轴 向 返 混 了 回去 ,这 个 过 程 简化 为 在 活塞 流 
流动 中 壹 加 了 一 个 与 流动 方向 相反 的 扩散 过 程 。 培 养 基 灭 菌 的 扩散 模型 中 ,培养 
基 能 达到 的 无 菌 程度 (N/No) 不 仅 是 比 热 死 灭 速率 常数 K 和 平均 停留 时 间 的 函 
数 , 还 与 表示 扩散 的 准 数 Np。 有 很 大 关系 。 工程 上 常用 扩散 模型 来 进行 连续 灭 菌 
反应 器 的 设计 。 

培养 基 的 灭 菌 是 指 杀 灭 培养 基 中 有 生活 能 力 的 微生物 营养 体 及 其 孢子 的 过 
程 。 在 绝 大 多 数 的 微生物 培养 系统 中 ,只 允许 生产 菌 生长 繁殖 代谢 ,不 允许 其 他 微 
生物 共存 ,也 就 是 说 必须 进行 纯 种 培养 。 微 生物 培养 基 中 通常 含有 比较 丰富 的 营 
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养 物质 ,如 果 一 定数 量 的 杂 菌 存在 于 培养 系统 ,就 会 与 生产 菌株 争夺 营养 物质 ,分 
谈 的 代谢 物 可 能 会 改变 培养 液 的 理化 性 质 , 还 可 能 分 解 目 标 产物 , 轻 者 影响 产量 或 
产 率 , 重 者 导致 生产 失败 。 因 此 ,培养 基 灭 菌 最 基本 的 要 求 是 杀 灭 培养 基 中 混杂 的 
微生物 。 

工业 规模 上 的 培养 基 灭 菌 ,常常 采用 有 效 、 简 便 和 经 济 的 蒸汽 温 热 灭 菌 法 。 高 
温 能 杀 死 培养 基 中 的 微生物 ,同时 热效应 也 会 破坏 培养 基 中 的 营养 成 分 。 培 养 基 
的 灭 菌 必须 合理 设计 ,使 之 既 能 达到 细胞 培养 所 需 的 无 菌 程度 ,又 能 保证 培养 基 中 
有 效 成 分 的 破坏 在 允许 的 范围 之 内 。 

不 同 的 细胞 培养 系统 ,对 培养 基 的 无 菌 程度 要 求 是 不 同 的 。 在 某 些 培养 系统 
中 ,培养 基 中 的 基质 不 易 被 一 般 微生物 利用 ,或 温度 、pH 不 适 于 一 般 微 生物 的 生 
长 ,或 生产 菌株 很 容易 形成 优势 生长 ,这 时 对 培养 基 灭 菌 无 菌 程度 的 要 求 就 相对 
较 低 。 

对 于 液体 培养 基 的 湿热 灭 菌 ,工程 上 需要 解决 的 问题 是 ,为 了 将 培养 基 中 的 杂 
菌 杀 灭 到 可 以 接受 的 程度 ,同时 考虑 培养 基 中 有 效 营养 成 分 的 热 破 坏 在 可 接受 的 
范围 之 内 ,应 该 设置 多 高 的 灭 菌 温度 和 多 长 的 灭 菌 时 间 , 这 取决 于 杂 菌 孢子 的 热 死 
灭 动力 学 、 所 采用 的 灭 菌 反应 器 型 式 和 操作 方法 。 


2.1 湿热 灭 菌 原理 


湿热 灭 菌 即 利 用 饱和 蒸汽 进行 灭 菌 。 由 于 蒸汽 有 很 强大 的 穿 透 能 力 , 在 冷凝 
时 放出 大 量 的 冷凝 潜 热 ,在 高 温和 存在 水 分 的 条 件 下 ,微生物 细胞 内 的 蛋白 质 很 容 
易 变 性 或 凝固 而 引起 微生物 的 死亡 。 


2.1.1 微生物 菌 体 热 死 灭 动力 学 


对 培养 基 进 行 湿热 灭 菌 时 ,培养 基 中 微生物 的 均 相 比 热 死 灭 速率 与 体系 中 残 
存 的 微生物 数量 成 正比 ,符合 化 学 反应 的 一 级 反应 动力 学 , 即 


——— = KN (2-1) 
式 中 : N 一 一 任意 时 刻 培 养 基 中 的 活 微生物 浓度 ,个 /Li 
t 一 一 灭 菌 时 间 ,min; 
开 一 一 微生物 比 热 死 灭 速率 常数 ,min  。 
比 热 死 灭 速率 常数 随 微生物 的 种 类 和 加 热 温度 而 变化 。 
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微分 式 (2-1) 适 合 于 灭 菌 过 程 的 任意 时 刻 , 为 了 对 灭 菌 全 过 程 进行 考虑 ,对 
式 (2-1) 进 行 变 上 限 积分 , 取 灭 菌 开始 时 刻 的 边界 条 件 1, —0. NSN, ,得 


A f T x 
ln N, „Kd Kt (2-2) 


或 
N= No*e™ (2-3) 
stb. AL JURE eios 
No 开始 灭 菌 时 的 杂 菌 浓度 ,个 /L。 
维持 一 定 的 灭 菌 温度 工 ,经 历 不 同 的 灭 菌 时 间 7, 检测 相应 的 杂 菌 浓度 N ,将 存 
活 率 In (N/No) 对 灭 菌 时 间 + 进行 半 对 数 坐标 作 图 ,可 以 得 到 直线 ,如 图 2-1 所 
示 , 直 线 的 斜率 为 k。 同 一 种 微生物 在 不 同 的 灭 菌 温度 下 ,K 值 不 同 , 灭 菌 温度 越 
低 ,K 值 越 小 ,微生物 越 不 易 死亡 ;温度 越 高 ,K 值 越 大 ,微生物 越 容易 死亡 。 


存活 率 N/No 


0 2 4 6 8 10 
受热 时 间 wmin 


图 2-1 大 肠 杆 菌 营养 细胞 在 缓冲 液 中 的 比 热 死 灭 速率 上 


在 一 定 温度 下 ,不 同 微生物 的 比 热 死 灭 速率 常数 是 不 同 的 。 例 如 ,在 
121°C ,枯草 芽 胞 杆菌 FS5230 的 K 值 为 0.047 一 0. 063 s^! , 梭 状 芽 胞 杆菌 PA3679 
的 KK 值 为 0.03 s-, 嗜 热 脂肪 芽 胞 杆菌 FS1518 和 FS617 的 KK 值 分 别 为 0.013 s^! 
和 0.048 s“!。 即 使 同一 种 微生物 ,K 值 也 受 其 生长 条 件 、 生 理 状态 等 多 种 因素 的 
影响 。 微 生物 营养 细胞 和 芽 胞 的 K 值 也 有 很 大 的 差别 。 表 2-1 列 出 了 微生物 对 
湿热 灭 菌 的 相对 抵抗 力 , 可 以 看 出 ,对 培养 基 进 行 湿热 灭 菌 时 ,要 以 细菌 孢子 死 灭 
程度 为 控制 指标 。 
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表 2-1 微生物 对 湿热 灭 菌 的 相对 抵抗 力 C 
微生物 种 类 细菌 与 酵母 的 营养 细胞 | 细菌 芽孢 霉菌 孢子 病毒 及 哈 菌 体 
相对 抵抗 力 1 3X 10* 2—10 1 一 5 


某 些微 生物 如 细菌 孢子 ,其 比 热 死 灭 速率 不 符合 式 (2-2) ,将 其 存活 率 In(N/ 
和 No) 对 灭 菌 时 间 上 进行 半 对 数 作 图 ,得 到 的 不 是 直线 ,如 图 2-2 Bros. AM ELE Y E 
具有 较 大 的 热 阻 ,但 当 温 度 超过 120C 时 , 热 阻 极 强 的 哮 热 脂肪 芽孢 杆菌 孢子 的 热 
死 灭 动力 学 也 接近 符合 一 级 反应 动力 学 规律 。 


存活 率 NNo 


1 1 i " 1 
0 5 10 15 20 25 
时 间 wmin 


图 2-2 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 孢子 在 蒸馏 水 中 的 比 热 死 灭 速率 "3 


对 于 特定 的 微生物 来 说 , 菌 体 比 热 死 灭 速率 常数 K 值 随 着 灭 菌 温度 而 变化 。 
K 与 灭 菌 温度 的 关系 可 用 阿 仑 尼 乌 斯 (Arrhenius) 公 式 来 表示 , 即 
K = Aei (2-4) 
式 中 : A 一 一 频率 因子 ,为 常数 ,min :; 
AE 一 一 菌 体 热 死 灭 反应 的 活化 能 ,J/mol; 
R 一 一 摩尔 气体 常数 ,R=1. 987X4.187]/(mol* K); 
T 一 一 热力 学 温度 ,K。 
对 式 (2-4) 两 边 取 对 数 ,得 
In K -— 2E nA (2-5) 
不 同 微生物 的 热 死 灭 反应 的 活化 能 AE 各 不 相同 。 对 于 某 种 微生物 ,在 不 同 
的 温度 工 下 作 灭 菌 实验 , 求 得 相应 温度 下 的 天 值 , 按 lnK-1/T 作 图 ,如 图 2-3 所 
示 。 从 直线 的 斜率 可 求 出 该 微生物 的 AE。 
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从 式 (2-5) 看 , 比 热 死 灭 速率 常数 是 菌 体 热 死 灭 反 应 活化 能 AE 和 温度 工 
的 函数 。 在 热 灭 菌 工程 设计 中 ,能 人 为 控制 的 
参数 是 温度 TT。 为 了 考察 菌 体 比 热 死 灭 速率 常 40 
Jk K 随 温度 了 的 变化 情况 ,对 式 (2-5) 两 边 求 


对 温度 了 的 导数 ,得 T 
ddn K) | AE P 

AT RT 2- 工 a 
由 式 (2-6) 可 见 , 菌 体 死亡 活化 能 AE MIY S 


大 小 是 微生物 受热 死亡 时 对 温度 敏感 性 的 度 
fib AE 值 越 大 ,表明 微生物 比 热 死 灭 速 率 常 数 9 
K 对 温度 的 变化 率 越 大; AE 值 越 小 ,K 对 温度 


的 变化 率 越 小 。 0.00254 0.00260 0.00266 
必须 指出 ,在 对 培养 基 进 行 湿热 灭 菌 时 ,在 DK 

杂 菌 死亡 的 同时 ,培养 基 中 的 一 些 热 敏 性 成 分 也 图 2-3” 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 

会 因 受热 而 破坏 。 例 如 ,维生素 会 失去 活性 , 蛋 HFM KITAR 


白质 会 变性 , 糖 溶液 会 焦化 变色 ,一 些 化 合 物 会 
发 生 水 解 , 醛 糖 会 与 氨基 酸化 合 物 发 生 美 拉 德 反应 等 。 营 养 物质 的 受热 破坏 也 符合 
化 学 反应 的 一 级 反应 动力 学 , 即 


dc _ g 
di Kac (2-7) 


式 中 : c 一 一 热 敏 性 物质 的 浓度 ; 
1 一 一 灭 菌 时 间 ,min; 
Ku 一 一 热 敏 性 物质 的 热 分 解 速率 常数 ,min o 
其 积分 式 为 


ln £ =— Kat (2-8) 


热 敏 性 物质 热 分 解 速率 常数 Ks 随 物质 种 类 和 温度 而 不 同 , 温 度 对 Ks 的 影响 
也 遵循 阿 仑 尼 乌 斯 方程 , 即 


1 -Æ 
Ka— Aetr (2-9) 
或 
In Ka —— AE 4 in A! (2-10) 


RP: 4A' 一 一 频率 因子 ,min :!; 
AE' 一 一 热 敏 性 物质 热 分 解 反应 的 活化 能 ,J/mol。 
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HTAR K Bi 了 的 变化 情况 ,对 式 (2-10) 两 边 求 对 温度 工 的 导数 ,得 
dn Ka) _ AE' 
dT RT: 

AE' 是 培养 基 成 分 受热 分 解 时 对 温度 敏感 性 的 度量 ,AE' 值 越 大 ,表明 培养 基 
成 分 的 热 分 解 速率 常数 Ks 对 温度 的 变化 率 越 大 ;AE' 值 越 小 ,K。 对 温度 的 变化 率 
越 小 。 

当 对 培养 基 进 行 热 灭 菌 时 ,微生物 会 受热 死 灭 ,但 培养 基 中 的 营养 成 分 也 会 受 
热 破坏 ,那么 ,采用 什么 样 的 灭 菌 温度 和 时 间 , 才 既 能 达到 灭 菌 要 求 , 同 时 又 尽 可 能 
少 破坏 培养 基 中 的 有 效 成 分 呢 ? 

X 2-2 列 出 了 典型 细菌 芽孢 热 死 灭 反 应 的 活化 能 和 典型 热 敏 性 物质 热 破坏 反 
应 的 活化 能 。 营 养 物质 热 降解 反应 的 活化 能 范围 在 50 一 150 kJ/mol, 而 细菌 芽孢 
的 热 死 灭 反应 活化 能 范围 为 250 一 350 kJ/mol“, 


表 2-2 典型 细菌 芽孢 热 死 灭 反应 和 典型 维生素 \ 酶 热 破坏 反应 的 活化 能 器 


(2-11) 


芽孢 杆菌 .维生素 LN 活化 能 /(kJ/mol) 
嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 283 
肉 毒 梭 状 芽孢 杆菌 343 
枯草 芽孢 杆菌 318 
厌 气 性 腐败 菌 303 
维生素 B 盐酸 盐 92.0 
维生素 B 98.7 
维生素 Bl 96.6 
泛酸 87.9 
胰 蛋 白 酶 170.5 
过 氧化 物 酶 98.7 
胰 脂 酶 192.3 


由 于 细菌 芽 胞 受热 死 灭 反应 的 活化 能 AE 值 比 热 敏 性 物质 受热 破坏 反应 的 活 
化 能 AE' 要 高 ,由 式 (2-6) 和 式 (2-11) 可 知 , 随 着 灭 菌 温度 的 升 高 ,细菌 芽 胞 比 热 死 
灭 速 率 常数 K XT 的 变化 率 较 热 敏 性 物质 热 分解 速 率 常数 Ks 对 T 的 变化 率 要 
大 。 再 结合 考虑 式 (2-1) 和 式 (2-2) ,将 了 提高 到 一 定 程 度 会 加 速 细菌 孢子 的 死 灭 
速率 一 4N/dz, 在 培养 基 总 无 菌 程度 要 求 不 变 的 前 提 下 ,就 会 缩短 灭 菌 时 间 。 如 
图 2-2 所 示 , 在 121C 时 ,只 需要 几 分 钟 的 时 间 就 可 以 把 活 的 细菌 芽孢 的 数量 降低 
到 初始 值 的 0.1% 以 下 ,而 在 108C 时 ,要 达到 这 样 的 灭 菌 效 果 却 需要 多 于 30 min 
的 灭 菌 时 间 。 灭 菌 时 的 温度 提高 也 能 增 大 热 敏 性 物质 的 热 破坏 速率 ,但 由 于 灭 菌 
时 间 显著 缩短 ,结果 是 营养 成 分 的 破坏 量 在 允许 的 范围 内 。 表 2-3 列 出 的 实验 数 
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据 是 将 培养 基 中 的 细菌 孢子 杀 灭 至 无 菌 程度 为 N/N, —10 “的 情况 下 , 灭 菌 温 
度 、 时 间 和 营养 成 分 (以 维生素 B, 为 准 ) 破 坏 量 的 比较 中 。 


表 2-3 灭 菌 温度 和 时 间 对 培养 基 中 营养 成 分 破坏 的 比较 


XE /C XH BI /min 维生素 B, 损失 /%% 
100 843 99. 99 
110 75 89 
120 7.6 27 
130 0.851 10 
140 0.107 3 
150 0.015 1 


图 2-4 表示 嗜 热 脂 肪 芽 胞 杆菌 孢子 的 比 热 死 灭 速率 常数 Kps 和 维生素 Bi 的 热 
分 解 速率 常数 vs 与 温度 工 的 关系 [中 。 求 得 AEss —2. 8X 10*J/mol. AEv —9. 2X 
10* J/mol。 温 度 升 高 时 , 嗜 热 脂肪 芽 胞 杆菌 孢子 的 比 热 死 灭 速率 常数 Kas 和 维 生 
素 Bi 的 热 分 解 速率 常数 Kvs 都 在 增加 ,但 Kss 的 增加 幅度 比 Kvs 大 得 多 。 如 果 把 
灭 菌 温度 从 105 C HA 127C, KasA 0. 12 min KE] 40. 0 min , Kys M 
0. 02 min : 增 大 到 0. 06 min ,也 就 是 说 , 嗜 热 脂肪 芽 胞 杆菌 孢子 的 比 热 死 灭 速率 
增 大 333 倍 , 而 维生素 B, 热 分 解 速率 只 增加 了 3 倍 。 


1.0 
08r 
06r 


嗜 热 脂肪 芽 
孢 杆菌 孢 子 
04r 


K/min! 
e 
T 


0.01 1 1 1 1 1 1 
21 22 23 24 25 26 27 28 


loog- 
7/10 K 


图 2-4 TWÉSJRNIPISETIEIEOTORUEEX B K-1/T E 
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高 温 短 时 灭 菌 方法 是 灭 菌 动力 学 得 出 的 最 重要 结论 之 一 , 它 既 能 快速 灭 菌 ,又 
能 使 热 敏 性 营养 成 分 的 破坏 量 尽量 降低 。 


2.1.2 影响 灭 菌 的 其 他 因素 


1. 杂 菌 初始 浓度 和 含水 量 


培养 基 中 初始 杂 菌 浓度 越 高 ,在 相同 的 灭 菌 温度 下 ,达到 一 定 无 菌 程度 所 需 的 
灭 菌 时 间 越 长 。 

细菌 孢子 含水 量 越 高 , 越 容易 热 死 灭 ;反之 ,细菌 孢子 含水 量 越 低 , 越 不 容易 热 
死 灭 。 这 是 因为 热效应 使 菌 体 细胞 内 的 蛋白 质变 性 或 凝固 而 引起 死亡 ,而 蛋白 质 
凝固 或 变性 的 温度 与 蛋白 质 所 处 环境 的 水 分 含量 有 密切 关系 。 


2. 培养 基 的 pH 值 


培养 基 的 pH 值 在 近 中 性 (pH 一 6 一 8) 时 ,微生物 受热 不 易 死 亡 。 培 养 基 在 酸 
性 pH 条件 下 , 菌 体 热 死 灭 速率 高 , 灭 菌 所 需 时 间 短 ( 表 2-4) 。 
表 2-4 pH 对 培养 基 灭 菌 时 间 的 影响 
灭 菌 时 间 /min 
pH 6.1 pH 5.3 pH 5.0 pH 4.7 pH 4.5 
120 8 7 5 3 3 


115 25 25 12 13 13 
110 70 65 35 30 24 


温度 /*C 


注 ; 培养 基 初 始 杂 菌 浓度 104 个 /mL。 
3. 培养 基 的 成 分 


培养 基 含 有 较 高 浓度 的 糖 、 蛋 白质 和 脂肪 会 增加 微生物 的 耐 热 性 ,微生物 的 热 
死 灭 速率 低 。 例 如 ,大 肠 杆菌 在 水 中 加 热 至 60 一 65Y 就 死亡 ,但 在 10% 的 糖 液 中 
需 加 热 至 70'C .4 一 6 min 才 死亡 。 


2.2 È Ek X i 


Fa FE f) [6] S CC TL Je HE RO: D FE FE JE EAE RE RE 38 ACA OE ia AE DECR T JH 
的 发 酵 设 备 一 起 进行 灭 菌 的 操作 过 程 .: 也 称 为 实 缸 灭 菌 。 这 种 方法 不 需 其 他 专门 
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的 灭 菌 设备 ,操作 简便 , 灭 菌 效果 可 靠 。 间 吹 灭 菌 对 蒸汽 的 压力 要 求 较 低 ,3 X 105 
一 4X10 Pa( 表 压 ) 就 可 满足 要 求 。 间 和 敬 灭 菌 是 中 小 型 发 醇 色 经 常 采用 的 培养 基 灭 
菌 方法 。 其 缺点 是 在 灭 菌 过 程 中 ,蒸汽 用 量 波动 大 ,造成 锅炉 负荷 波动 大 ;另外 , 培 
养 基 升温 和 降温 时 间 长 ,对 热 敏 性 营养 物质 的 破坏 较 多 。 


2.2.1 间 吹 灭 菌 的 操作 


发 酵 饶 底 部 一 般 装 有 进 空 气管 道 和 放 料 管道 ,发 酵 缸 上 部 一 般 装 有 排 气管 道 、 
进 料 管道 .接种 管道 .加 消 泡 剂 管道 . 补 料 管道 .调节 pH 用 的 酸 碱 管道 等 ,发 酵 饶 
配 管 示意 图 见 图 2-5。 


图 2-5 发 酵 钠 配 管 示意 图 


在 进行 培养 基 间 砍 灭 菌 之 前 ,应 用 蒸汽 把 安装 在 发 酵 缸 旁边 的 空气 分 过 滤器 
RS ,并 用 无 菌 压缩 空气 吹 干 。 开 始 灭 菌 时 ,应 先 放出 发 酵 饶 蛇 管 或 夹 套 中 的 冷却 
水 ,开启 排 气管 阀 ,从 进 空气 管 向 缸 内 的 培养 基 通 入 蒸汽 进行 直接 加 热 , 同 时 也 可 
在 饶 的 夹 套 或 蛇 管 中 通 和 人 蒸汽 , 间 壁 加 热 培养 基 。 当 培养 基 温 度 达 70C 左右 时 ， 
从 放 料 管 和 取样 管 向 缸 内 通 入 蒸汽 进一步 加 热 , 当 培养 基 温 度 被 加 热 到 120'C Lf 
压 达 1X 10* Pa( 表 压 ) 时 ,应 开启 安装 在 发 酵 缸 上 部 的 各 管道 排 汽 ,并 调节 各 进 汽 
和 排 气 阀 门 开 度 , 使 温度 和 缸 压 保持 一 定 值 。 在 保温 阶段 ,注意 凡 进 口 在 培养 基 液 
面 下 的 管道 应 通 蒸汽 ,在 液 面 上 的 各 管道 则 应 排 蒸 汽 。 达 到 保温 时 间 后 , 顺 次 关闭 
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各 排 汽 进 汽 阀门 ,在 夹 套 或 蛇 管 中 通 冷 却 水 使 培养 基 温 度 下 降 , 待 把 内 压力 低 于 空 
气压 力 后 ,向 把 内 通 入 无 菌 压 缩 空气 ,直至 培养 基 温 度 降 到 所 需 温度 ,进行 接种 
ABE. 


2.2.2 间歇 灭 菌 的 设计 


灭 菌 过 程 的 目的 是 要 将 培养 基 中 的 杂 菌 浓度 减少 到 既定 值 , 使 培养 基 达 到 预 
先 确 定 的 无 菌 程度 。 间 吹 灭 菌 的 设计 主要 包括 灭 菌 温度 和 灭 菌 时 间 的 计算 。 


P 表示 灭 菌 程度 ,为 了 计算 上 的 方便 ,也 用 In 各 表示 无 阔 程 度 。 不 同 的 发 本 


体系 对 培养 基 灭 菌 程度 的 要 求 是 不 同 的 。 对 于 发 酵 周 期 长 ,成 本 高 的 发 酵 体 系 , 常 
取 灭 菌 后 残存 活 菌 抱 子 浓度 N 一 10 个 。 它 的 意义 是 ,发 酵 缸 灭 菌 1000 次 ,存活 
一 个 活 菌 孢 子 的 机 会 为 1 次 。 

例如 ,一 个 发 醇 炙 内 装 200 m’ 培 养 基 , 含 菌 2X10 个 /mL ,要求 灭 菌 后 培养 基 
残存 活 菌 孢 子 浓度 N 一 10 个 ,计算 培养 基 灭 菌 的 无 菌 程度 。 

把 未 灭 菌 培养 基 中 的 杂 菌 全 部 看 成 是 最 耐 热 的 芽孢 细菌 。 这 种 考虑 可 以 增加 
灭 菌 的 安全 系数 。 

无 菌 程度 : 


N 10° 
N 2%10 X200Xx10° 


2.5X10* 


In S = 38. 23 


Ta] SK XC TRE EA KE E ii , Pii RR e i — A Dr Bt. PEL 2-6 是 分 批 灭 菌 过 程 典型 的 升 
温 、 保 温和 冷却 曲线 。 灭 菌 主要 是 在 保温 过 程 中 实现 的 ,在 升温 的 后 期 和 冷却 的 初 
期 ,培养 基 温 度 相对 较 高 ,因而 对 灭 菌 也 有 一 定 贡献 。 


细菌 折子 受热 死 灭 符合 化 学 反应 的 一 级 动力 学 规律 m 2-2) 
为 式 (2-1) 的 积分 结果 , 即 
In B = [ka 
为 了 设计 计算 的 方便 , 常 把 升温 、 保 温和 降温 三 个 阶段 所 贡献 的 培养 基 灭 菌 程 
度 分 别 进 行 计算 。 总 的 灭 菌 效果 为 


Va = Vnan + Veu H Vets 


No 
1 


N f (2-12) 
In N, Kdt ln N 


Ni N: 
十 ln N, 十 ln N 
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温度 T/C 


50| 
Ni 
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1 
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1 
| 
1 
1 
1 
1 
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1 
1t 


1 
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1 
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1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
Mh 
In 


ic 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 
时 间 ¢/min 


2-6 分 批 灭 菌 过 程 典型 的 升温 、 保 温和 降温 曲线 


RP, No Ni No, N 分 别 为 培养 基 灭 菌 开始 、 加 热 段 结束 时 ,保温 段 结束 时 和 降温 
段 结束 时 培养 基 中 活 菌 浓度 ;ti ts 、ts 分 别 为 加 热 段 \ 保 温 段 和 降温 段 的 时 间 。 总 
的 灭 菌 效果 是 这 三 段 灭 菌 效果 之 和 ,总 的 灭 菌 时 间 是 这 三 段 灭 菌 时 间 之 和 。 

在 保温 阶段 的 培养 基 温 度 恒定 , 菌 体 比 热 死 灭 速 率 常数 K 不 变 , 可 直接 采用 
式 (2-2) 计 算 灭 菌 对 培养 基 无 菌 程度 的 贡献 。 


保温 段 : In N=K(s—n) (2-13) 
2 


下 面 遇 到 的 问题 是 ,在 升温 和 降温 过 程 中 , 菌 体 比 热 死 灭 速率 常数 K 随 着 灭 
菌 温度 T 的 变化 而 变化 ,T 的 变化 又 与 灭 菌 时 间 t 相关 联 。Tt 关系 取决 于 培养 
基 灭 菌 的 换 热 方 式 ,培养 基质 量 ,培养 基 的 物理 性 质 如 比热容 .密度 .粘度 .导热 性 
质 ,热源 种 类 和 温度 , 换 热 系数 等 因素 。 因 此 ,计算 升温 和 降温 过 程 的 培养 基 灭 菌 
效果 要 比 保温 段 复杂 。 


升温 段 : In = [aeta (2-10 
a 


降温 段 : In x 5 [Aca (2-15) 
3 ty 


如 果 已 知 培养 基 温 度 T 和 灭 菌 时 间 上 的 关系 ,就 可 利用 式 (2-14) 和 式 (2-15) 
计算 升温 段 和 降温 段 对 培养 基 灭 菌 效 果 的 贡献 。F.H. Deindoerfer 和 A. E. 
Humphrey 器 根 据 灭 菌 加 热 和 冷却 过 程 的 热量 平衡 方程 ,得 出 了 几 种 典型 常用 换 
热 方式 的 灭 菌 温度 T 和 时 间 上 的 关系 式 。 

d: M 一 一 培养 基质 量 ,kg; 

< 一 一 培养 基 上 比热容 ,J/(kg * ©); 
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下 一 一 总 传 热 面积 , m?; 
有 一 一 总 传 热 系数 , J/(m? -s-e T); 
T, — 3E IRUEE "C s 
T 一 一 培养 基 温 度 ,C s 
T 一 一 培养 基 初 始 温度 ,C; 
1 一 一 时 间 ,s; 
S 一 一 通 入 蒸汽 的 质量 流量 ,kg/s; 
4 一 一 以 培养 基 初 温 为 基准 的 蒸汽 热 烩 ,J/kg; 
W 一 一 降温 冷却 水 质量 流量 ,kg/ s; 
cw 一 一 冷却 水 ,凝结 水 比热容 ,J/ (kg * C); 
Tw Tu 一 一 冷却 水 出 口 和 进口 水 温 ,'C ; 
ATu 一 一 培养 基 和 冷却 水 的 平均 温差 ,C s 
Qa 一 一 散失 的 热量 ,J。 
CD 用 夹 套 或 蛇 管 间 辟 加热 培 养 基 时 的 Tt 方程 式 
当 用 夹 套 或 蛇 管 间 壁 加 热 培 养 基 时 ,蒸汽 温度 不 变 , 而 培养 基 的 温度 逐渐 升 
高 。 设 蒸汽 温度 为 T,, 在 时 间 间 隔 dt 内 培养 基 温 度 变化 为 4T, 则 其 热量 平衡 
式 为 
McdT = hF(T, — T)dt (2-16) 
假定 传 热 系数 随 温度 的 变化 可 忽略 不 计 , 设 培养 基 初 始 温 度 为 To ,将 式 (2-16) 
进行 变 上 限 积 分 ,并 将 各 温度 用 热力 学 温度 表示 , 则 升温 加 热 时 间 : 表示 为 


:一 就 mm F (2-17) 
还 可 将 式 (2-17) 变 换 为 
s To — T, i 2 
T= r(1-- T ) (2-18) 
如 果 设 
_hF Ty — T. 
tam SFT 
则 式 (2-18) 表 示 成 
T-T,.G-c fe") (2-19) 
(2) 用 直接 蒸汽 加 热 培养 基 时 的 Tt 方程 式 
用 直接 燕 汽 加 热 培养 基 时 热量 平衡 式 为 
McCT — To) + S(T — TO)t+ Qa = ASt (2-20) 


如 果 忽 略 热量 损失 Qui ,并 将 各 温度 用 热力 学 温度 表示 , 则 升温 加 热 时 间 + 与 培养 
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基 温 度 T 之 间 的 关系 为 


(2-21) 


= AS z 
YS MT,’ ER 


则 式 (2-21) 可 简化 为 


T= nh *ifx) (2-22) 
G) 用 夹 套 或 蛇 管 间 壁 换 热 使 培养 基 温 度 降低 过 程 的 Tt 方程 式 


在 冷却 降温 过 程 中 , 夹 套 或 蛇 管 中 冷却 水 的 温度 以 及 培养 基 温 度 都 随时 间 在 
不 断 变 化 。 其 热量 平衡 方程 式 为 


Mc ST. — We (T, 
dt 


Twi) = hF AT, 


(2-23) 
假定 培养 基 混 合 均匀 , 则 在 降温 的 任 一 时 刻 , 培 养 基 内 各 处 温度 相同 。 传 热 的 
推动 力 就 是 培养 基 与 冷却 水 之 间 的 平均 温差 : 


. (T-T,.)—-(T- T.) Ts 一 T。 要 
AT, ; T-T, | T—T. (2-24) 
ED i 
代入 式 (2-23) 得 
,ey UM 
Wces (Tw — Twi) = hF "Rm 
下 一 

整理 得 


T= fa HE 
T-T, 一 ev 


(2-25) 
TEX (2-25) fA X (2-230 ,积分 并 将 温度 用 热力 学 温度 表示 ,得 到 培养 基 温 
度 与 降温 时 间 的 关系 


= To — Tu -Ge - 
T-T.[i- Ted ] (2-26) 
i 

B Lm. a Weng i. 


Mc ev) 
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则 式 (2-26) 简 化 为 
T = Ta HBE) (2-27) 

除了 用 这 种 方式 计算 升温 、 保 温和 降温 段 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 以 外 ,工程 上 也 
可 采用 图 解 积分 法 , 即 从 设计 的 Tz 数据 换算 成 K-t 数据 ,在 K-t 图 上 进行 图 解 积 
分 ,分 别 计算 升 温 、 保 温和 降温 段 的 积分 面积 。 升 温 、 保 温和 降温 段 的 各 积分 面积 
数值 就 是 其 各 段 能 达到 的 灭 菌 效 果 。 用 升温 或 降温 段 的 图 解 积分 值 除 以 升温 或 降 
温 所 用 的 时 间 ,可 得 到 该 段 的 平均 比 热 死 灭 速率 常数 。 

典型 的 间歇 灭 菌 过 程 在 3 一 5 h 内 完成 ,升温 段 、 保 温 段 和 降温 段 对 灭 菌 程度 
的 贡献 分 别 为 四 

Vna / Va — 0.2. Vea/ Va = 0.75, Vei / Va = 0.05 

HERIR E E E bii ERAS. iR TR] SCC PR UTE TE EI 2 IE ST 
总 结 如 下 : 

CD 首先 确定 未 灭 菌 培养 基 杂 菌 浓度 ,并 选择 一 个 合适 的 灭 菌 程度 NMNo ,并 
假定 所 有 的 杂 菌 都 由 最 耐 热 的 芽孢 细菌 组 成 ,以 增加 灭 菌 的 安全 系数 ,得 出 Va 。 

(2) 确定 灭 菌 温度 , 即 保温 段 温 度 。 

(3) 可 以 采用 F. H. Deindoerfer 和 A. E. Humphrey 得 出 的 几 种 典型 常用 
换 热 方式 的 灭 菌 温 度 T 和 时 间 上 的 关系 式 来 描述 T-t 关系 ,利用 式 (2-14) 和 
式 (2-15) 进 行 积分 ,计算 培养 基 升 温和 降温 段 所 需 时 间 以 及 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 
Vin 热 和 Voas o 

也 可 以 测定 所 用 灭 菌 设备 的 升温 段 培 养 基 温度 和 加 热 时 间 关 系 , 以 及 降温 段 
培养 基 温 度 和 冷却 时 间 的 关系 ,将 细菌 孢子 的 比 热 死 灭 速率 常数 K AK P h TR] z 
作 图 ,用 图 解 积分 法 对 加 热 和 冷却 段 K-t 曲线 进行 积分 面积 估算 ,分 别 得 出 加 热 和 
冷却 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 Wi 和 Vas o 

(4) 最 后 依据 下 式 计算 培养 基 在 保温 段 需要 保持 的 时 间 : 


Vu Va— Wn 热 一 Ves 
保持 K K 


【 例 2-117 一 个 装 有 40 m? 25°C 4 Fe JE (8 Az IE E is 38 e] R PA > HE EE t 
入 饱和 蒸汽 的 方法 进行 加 热 。 未 灭 菌 培 养 基 中 细菌 浓度 50€ 107 7 /m? , 灭 菌 之 后 
培养 基 应 达到 10“ 的 无 菌 程度 。 已 知 蒸汽 压力 为 345 kPa( 绝 对 压力 ), 喷 人 蒸汽 
的 流 率 5000 kg/h, 培 养 基 温度 达到 122 C IEEE IEEE A ZR IC. Te Dll BE RU A it do 
忽略 不 计 。 培 养 基 灭 菌 保 温 结 束 时 ,用 20°C 的 冷却 水 以 100 m? /. h 流 率 冷 却 发 酵 
EVI EAE TE 30C, Az BE MER f 3i PA 40 m ,冷却 时 的 平均 传 热 系数 为 
2500 kJ/(h。m?*。K)。 用 阿 仑 尼 乌 斯 公式 来 计算 细菌 芽孢 的 比 热 死 灭 速率 常数 
时 ,频率 因子 A 可 取 5.7X10”h !, 菌 体 死亡 活化 能 AE 可 取 2. 834X 105 kJ/kmol。 
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培养 基 上 比热容 为 4. 187 kJ/Ckg * KO ,培养 基 密 度 为 1270 kg/ m’. BEAR ACIE TE CR 
为 1.987X4.187J/Cmol.。K)。20C 水 的 比热容 为 4. 183 kJ/(kg * K). 

试 估算 培养 基 在 122 的 保温 时 间 。 

fg. CD 求 算 培 养 基 灭 菌 总 的 无 菌 程度 Va 


5 Ne _ 5X10? x40 
N 10? 


D 求 算 加 热 段 对 培养 基 灭 菌 无 菌 程度 的 贡献 Vas 
采用 蒸汽 直接 喷 人 培养 基 的 加 热 方式 的 情况 下 ,可 用 F. H. Deindoerfer 和 
A. E. Humphrey 得 到 的 式 (2-17) 描 述 培养 基 温 度 和 加 热 时 间 的 关系 ,由 此 可 
确定 培养 基 从 25"C Jn d 589] 122 信 需要 的 时 间 。 
345 kPa f&L RIZE CRI 25"C 7K B 25 (8 23 90] Jg 2731 kJ/kg 和 105 kJ/kg, 则 以 培 
养 基 初 温 25'C Jy EME WIZE TOR J 
= 2731 — 105 = 2626(kJ/kg) 


Ve-l 


39. 84 


HX (-17 48 
pis Lt AS S 
f HE ! xdi = MT’ TM 
Tt _ 
T=T + MFD 
T-T,4 2626 X 5000 
° 4.187 X (40 X 1000 + 50002) 
—r 4. 78.4t 
T= Tt ito. 128: 


培养 基 从 25'C (298 K) 加 热 到 122°C (395 K) 需 要 的 时 间 为 1. 46 ho 
将 上 式 代 入 式 (2-14) ,得 出 加 热 段 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 Vo 为 


Vos = In È = [ Ae dt 
1 0 


- a [^75 2.834 X e ( Lo Bou y 
modi f ep[-7 3s (etrr) ]* 


— 14.8 
(3) 求 算 冷 却 段 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 Voas 
冷却 段 培养 基 温 度 和 冷却 时 间 的 关系 可 采用 式 (2-18) 进 行 描述 。 


— ^ Ji. 
m T—-T«QO- fe). g- hus, arae vs ) ,得 


T—2934-102e7* 9* 
培养 基 从 122'C (395 K) 冷 却 到 30C (303 K) 需 要 的 时 间 为 3. 45 h. 


22 生化 工程 


将 上 式 代 入 式 (2-15) ,得 出 冷却 段 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 Vs 为 
Ves = ln x = facta 
sl 2.834 X 105 
Ve — 5. T X 10* | exp | 8. 318[293 + 102exp (—0.6747)] 
(4) 求 算 保温 段 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 Vem 
Vea = Va — Van — Vez —39.8—14.8—13.9—11.1 

122'C TR s EC TTE XC HE R H A h R O-O 

K = Ae ff = 5. 7 x 1039 e72 5x10 /C8. 318x395) = 197. 6h?) 

则 在 122'C id 92 fcil (09 IT Te] Ay 


lus Vea IRA 
K 197.6 


巾 例 2-1 可 知 ,按照 F. H. Deindoerfer 和 A. E. Humphrey 得 到 的 Tt PR 
数 关 系 式 , 可 求 算 加 热 和 冷却 段 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 Vina PE Voss so E dE h Je 
利用 这 些 Te 函数 关系 式 进 行 积 分 计算 较 烦 琐 , 而 且 这 些 关 系 式 中 的 总 传 热 系数 
受 发 醇 液 粘 度 、 菌 体 含量 等 物性 参数 的 影响 ,因此 其 计算 值 常常 与 实际 情况 有 出 
入 ,使 用 时 需要 慎重 。 
【 例 2-21s 用 一 60 ms 发 酵 饶 对 培养 基 按 分 批 灭 菌 方法 在 122C 灭 菌 ,由 装 
在 该 发 酵 缸 上 的 记录 器 所 测 得 的 培养 基 温 度 和 时 间 关 系 如 表 2-5 所 示 。 频 率 因 
FA = 9.5X10" min ,活化 能 AE —2. 834 10* J/mol, 摩 尔 气 体 常数 R = 
8. 318 J/(mol*。K), 由 此 计算 得 到 的 不 同 温度 下 的 细菌 孢子 比 热 死 灭 速 率 常 数 K 
EIER 2-5 中 。 培 养 基 灭 菌 之 前 的 细菌 孢子 浓度 No 二 10 个 /mL。 试 计算 培养 
基 灭 菌 后 的 杂 菌 程度 。 
表 2-5 培养 基 温 度 T 和 加 热 时 间 : 的 关系 
t/min 0 10 | 30 36 43 50 55 58 63 70 102 120 | 140 
TC 30 | 50 | 90 102 112 122 122 112 102 90 60 44 33 
K/min ^! 0 0 0 |0.03|0.36 | 3.59 | 3.59 | 0. 36 | 0.03 0 0 0 0 


jo 13.9 


0. 056(h) = 3. 37(min) 


fg. 根据 表 2-5 的 数据 得 出 如 图 2-7 所 示 的 T-t KRA K-t 关系。 
按 图 解法 积分 得 

As = 人 ku — 33.8 
在 1 = 34 min 之 前 和 + = 64 min 之 后 的 KK 值 较 小 ,可 以 忽略 不 计 。 


培养 基 灭 菌 后 的 杂 菌 浓度 
N= Ne™=10 Xx 60 x 105€ 9-* = 1.26 xX 10° (1) 
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下 100 
o 到 
3 80 

70 

60 


= A " A 30 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110120 130 140 
t/min 


图 2-7 培养 基 间歇 灭 菌 过 程 的 T+ 、K-t 图 


可 以 延长 培养 基 在 120°C 的 保温 时 间或 升 高 灭 菌 温度 ,使 培养 基 灭 菌 后 达到 
10 忆 个 /mL 的 杂 菌 浓度 。 

间 敬 灭 菌 的 升温 阶段 和 降温 阶段 对 灭 菌 也 有 贡献 ,但 100C 以 下 的 天 值 较 小 ， 
此 时 对 培养 基 中 维生素 类 物质 的 破坏 作用 则 可 能 很 严重 。 采 用 间 鞭 灭 菌 方法 时 ， 
应 尽量 缩短 升温 和 降温 阶段 的 时 间 。 


2.3 连续 灭 菌 


培养 基 的 连续 灭 菌 也 叫 连 消 ,就 是 将 配制 好 的 培养 基 在 专门 的 连续 灭 菌 设备 
中 加 热 , 保 温和 冷却 ,完成 灭 菌 过 程 。 与 间歇 灭 菌 相 比 ,其 特点 是 升温 和 降温 所 用 
时 间 缩 短 , 因 此 可 采用 更 高 的 灭 菌 保温 温度 ,保温 时 间 可 缩短 ,这 样 就 有 利于 减少 
热 敏 性 营养 物质 的 破坏 。 连 续 灭 菌 时 蒸汽 用 量 平 稳 , 但 热源 蒸汽 的 压力 一 般 要 求 
高 于 5X10” Pa( 表 压 )。 典 型 的 连续 灭 菌 温 度 在 130—150'C , 灭 菌 时 间 约 1 一 10 min。 


2.3.1 连续 灭 菌 典 型 流程 


培养 基 连 续 灭 菌 的 典型 流程 如 图 2-8 所 示 。 
无 论 采 用 哪 种 流程 ,连续 灭 菌 系统 一 般 由 预 热 .加热 ,保温 和 冷却 设备 组 成 。 
预 热 是 指 将 配制 好 的 培养 基 物 料 先 在 配料 钠 或 预 热 换 热 器 中 加 热 到 60 一 70'C ,使 
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24 
温度 ul 2-3 min 
RC 
培养 基 wka FE 
80C 
保温 段 
闪 急 冷却 器 37C 
灭 菌 培养 基 
o 时 间 
(a) 
20s 20s 
"TE | 2-3min | | 
144 上 
灭 菌 的 
赂 养 基 三 
保温 段 
冷却 水 ”培养 基 ac 
o 时 间 
(b) 
蒸汽 一 一 冷却 水 
ARRRRRRRRRRR 
ak eh ci n " 
三 D TRNKI 
E i [3 
= D 
PHE X 。 ”加热 塔 HEFTE 冷却 管 
(c) 
图 2-8 连续 灭 菌 的 典型 流程 


(a) 喷射 加 热 式 ;(b) 板式 或 螺旋 板 热 交换 器 式 ; CO) 连 消 塔 喷 淋 冷却 式 
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一 些 不 溶性 物料 增加 溶解 度 , 如 淀粉 发 生 部 分 糊 化 ,减少 沉淀 ,还 避免 蒸汽 进一步 
加 热 时 由 于 物料 与 蒸汽 温度 相差 过 大 而 产生 的 水 汽 撞 击 振动 和 噪声 过 大 。 加 热 是 
指 用 蒸汽 直接 喷射 加 热 或 间 壁 加 热 物料 ,使 其 温度 快速 上 升 到 130 一 150C 。 保 温 
是 指 在 维持 管 或 维持 饶 中 维持 物料 温度 ,以 达到 灭 菌 的 目的 ,在 保温 过 程 中 ,不 再 
向 培养 基 中 通 和 蒸汽。 保温 设备 应 该 用 保温 材料 包 右 ,以 免 培 养 基因 散热 而 温度 
迅速 下 降 。 冷 却 是 指 培养 基 完 成 热 灭 菌 之 后 ,用 真空 冷却 冷却 水 冷却 等 方式 使 物 
料 温度 降低 到 发 酵 温 度 的 过 程 。 

图 2-8(a) 为 喷射 加 热 式 连续 灭 菌 流程 。 采 用 蒸汽 喷射 器 使 经 预 热 的 培养 基 物 
料 与 蒸汽 直接 混合 ,因为 不 使 用 热 交换 器 ,可 以 使 温度 迅速 上 升 到 预定 温度 ,高温 
物料 进入 维持 管 保温 一 段 时 间 ,完成 培养 基 的 灭 菌 。 灭 菌 后 的 培养 基 通 过 一 膨胀 
阀 后 进入 真空 冷却 器 闪 急 冷却 ,真空 冷却 器 的 真空 可 由 真空 泵 或 水 力 喷射 器 造成 。 
喷射 式 加 热 连续 灭 菌 流程 的 缺点 是 培养 基 会 被 加 热 蒸汽 变 成 的 冷凝 水 稀释 ,而 且 
要 求 蒸汽 必须 是 干净 的 ,以 免 污染 培养 基 。 

图 2-8(b) 为 板式 或 螺旋 板式 热 交换 器 连续 灭 菌 流程 。 首 先 物料 在 热 交换 器 
中 被 预 热 ,加 热 到 灭 菌 温度 ,然后 进入 维持 管 维持 热度 进行 灭 菌 , 灭 菌 后 的 物料 通 
过 换 热 器 由 冷却 水 冷却 到 发 酵 温度 。 螺 旋 板 式 换 热 器 用 于 培养 基 中 含 固形 物 的 情 
况 ,因为 换 热 器 具有 宽 的 物料 流动 空间 ,加 之 物料 流速 较 快 , 可 避免 物料 阻塞 现象 。 
培养 基 的 预 热 热 源 可 以 采用 灭 菌 保温 后 的 热 的 培养 基 ,节约 了 蒸汽 和 冷却 水 的 用 
量 , 在 热能 利用 上 更 加 合理 。 

图 2-8(c) 为 连 消 塔 喷 淋 冷却 式 连 续 灭 菌 流程 。 培 养 基 在 配料 饶 中 被 预 热 后 ， 
泵 入 连 消 塔 ,物料 在 连 消 塔 内 与 蒸汽 直接 接触 混合 并 升温 到 灭 菌 温度 ,然后 进入 维 
持 饶 维持 温度 进行 灭 菌 。 灭 菌 结束 后 的 物料 经 过 冷却 排 管 进行 冷却 ,顶部 的 喷 淋 
装置 将 冷却 水 均匀 地 淋 在 冷却 排 管 上 ,使 培养 基 温 度 下 降 。 

培养 基 连 续 灭 菌 时 ,培养 基 的 升温 和 降温 都 应 尽量 快速 。 升 温 时 ,蒸汽 喷射 式 
加 热 器 是 首选 ,因为 物料 和 蒸汽 直接 混合 ,没有 热量 传递 速率 的 限制 ,可 以 使 物料 
温度 快速 升 高 到 既定 灭 菌 温度 。 薄 板 换 热 器 或 螺旋 板 换 热 器 的 传 热 面 积 大 、 传 热 
系数 高 、 传 热 速率 快 ,培养 基 的 加 热 时 间 也 很 短 。 培 养 基 冷 却 时 ,真空 闪 冷 式 冷却 
器 由 于 压力 的 降低 能 使 培养 基 的 温度 快速 降低 。 总 体 来 说 ,连续 灭 菌 培 养 基 的 加 
热 和 冷却 是 快速 的 ,加 热 和 冷却 对 培养 基 灭 菌 的 贡献 可 忽略 不 计 。 连 续 灭 菌 时 培 
养 基 中 杂 菌 的 死 灭 过 程 是 在 维持 饶 或 维持 管内 完成 的 。 

培养 基 采 用 连续 灭 菌 方 法 时 ,发酵 缸 应 在 连续 灭 菌 开始 之 前 进行 空 缸 灭 菌 ,以 
容纳 经 过 灭 菌 的 培养 基 。 加 热 器 .维持 负 .冷却 器 和 相应 的 管 路 也 应 先进 行 蒸汽 
灭 菌 。 
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2.3.2 连续 灭 菌 反 应 器 的 流体 流动 模型 


1. 平均 停留 时 间 
定义 流体 在 反应 器 (维持 管 或 维持 把 ) 中 的 平均 停留 时 间 为 +, 则 
三 亚 
img (2-28) 


式 中 : r 一 一 培养 基 的 平均 停留 时 间 ; 
立 一 一 反应 器 (维持 管 或 维持 饶 ) 的 体积 ; 
Q 一 一 通过 反应 器 的 流体 流速 。 

在 设计 连续 灭 菌 设备 时 ,必须 认识 到 并 不 是 培养 基 的 每 一 质点 都 在 反应 器 中 
停留 同样 的 时 间 。 由 于 流体 的 粘性 性 质 以 及 流体 与 管 壁 或 反应 器 器 壁 的 摩擦 , 培 
养 基 在 反应 器 中 的 流动 不 可 能 非常 均匀 ,与 流动 方向 相 垂直 的 截面 上 各 质点 的 流 
速 不 同 , 管 式 反应 器 的 中 心 部 位 流速 最 大 ,靠近 管 壁 的 区 域 流 速 最 低 。 呈 牛顿 型 流 
体 的 培养 基 在 圆 形 光滑 管内 处 于 灌流 状态 时 ,反应 器 内 物料 质点 的 速度 分 布 呈 抛 
物 线 (图 2-9 C000 ,管内 培养 基 平均 流速 与 中 心 部 位 质点 最 大 流速 之 比 为 0.5; 当 培 
JE AE 5 iia VL AR s 1 , 管 中 心 部 分 的 速度 分 布 较为 平坦 ,平均 流速 与 中 心 部 位 质点 最 
大 流速 之 比 增加 为 0.75( 图 2-9(c)) , 当 管 内 流体 油 动 程度 增加 至 雷诺 数 Re 达到 
105 时 ,这 个 比值 达到 0. 8709 。 这 样 来 看 ,如 果 使 用 平均 流速 来 计算 培养 基 灭 菌 需 
要 的 时 间 ,就 会 有 一 部 分 培养 基 在 反应 器 内 的 停留 时 间 少 于 平均 值 ,这 部 分 培养 基 
就 会 灭 菌 不 彻底 。 


(a) (b) (c) 


2-9. 培养 基 在 直 管 中 流 动 时 的 速度 分 布 
(a) 活塞 流 ; Cb) HDi: Co) Mii 


2. 返 混 


反应 器 中 停留 时 间 不 同 的 物料 之 间 的 混合 称 为 返 混 。 连 续 灭 菌 反应 器 中 出 现 
的 返 混 现象 ,给 连续 灭 菌 工程 设计 带 来 了 麻烦 。 返 混 是 一 个 非常 复杂 的 现象 ,用 数 
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学 解析 的 方法 很 难 曾 明 。 在 化 学 工程 中 将 连续 反应 器 中 的 返 混 进行 简化 ,根据 返 
混 的 程度 用 数学 模型 来 描述 。 

连续 式 活塞 流 反 应 器 模型 中 ,反应 器 中 的 物料 就 像 活塞 一 样 向 前 流动 , 返 混 为 
零 。 连 续 式 全 混流 反应 器 模型 中 ,反应 器 中 所 有 的 料 液 都 达到 充分 的 混合 , 即 返 混 
为 c" 。 这 两 个 模型 是 理想 的 反应 器 模型 ,实际 反应 器 中 的 返 混 程度 总 是 处 于 这 两 
种 理想 流动 的 模型 之 间 。 


3. 连续 式 活塞 流 反 应 器 模型 


活塞 流 反 应 器 是 指 反应 器 中 物料 的 流动 状况 满足 活塞 流 假 设 , 即 通过 反应 器 
的 物料 沿 同 一 方向 以 相同 速度 向 前 流动 ,在 流动 方向 上 没有 物料 返 混 ,所 有 物料 在 
反应 器 中 的 停留 时 间 都 是 相同 的 (图 2-9(a))。 长 径 比 很 大 的 管 式 反 应 器 ,如 果 没 
有 弯 头 、 阀 门 和 其 他 管件 ,接近 于 连续 式 活塞 流 反 应 器 模型 。 

在 连续 式 活塞 流 反应 器 内 进行 恒温 热 灭 菌 时 , 沿 物料 流动 的 方向 , 活 菌 体 的 浓 
RE N 下降 ( 图 2-10), 因 菌 体 比 热 死 灭 速率 与 体系 的 杂 菌 浓度 成 正比 (一 4NVdt 一 
KN) ,因此 菌 体 热 死 灭 速 率 也 相应 地 下 降 ;垂直 于 流动 方向 的 同一 截面 上 活 菌 体 
浓度 是 相等 的 , 热 死 灭 速率 也 相等 。 


dl 


2-10 活塞 反应 器 模型 示意 图 


用 物料 衡 算 方 法 可 以 求 算 反应 器 内 杂 菌 浓度 N、 反 应 时 间 t、 反 应 器 长 度 工 之 
间 的 定量 关系 。 在 任意 一 个 反应 时 间 ,连续 式 活塞 流 反 应 器 内 的 菌 体 浓 度 不 是 均 
一 的 ,因此 沿 着 管 长 取 一 微 元 长 度 di, 则 微 元 体积 dV 一 Ad: 很 小 ,可 以 认为 在 这 一 
微 元 体积 内 活 菌 体 浓度 是 相等 的 。 
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对 进出 这 一 反应 器 微 元 体积 的 活 菌 体 进行 物料 衡 算 , 然 后 沿 管 长 进行 积分 
(图 2-10) ,有 
进入 量 = 排 出 量 十 反应 量 十 积累 量 
即 
QN = Q(N+dN)+KNAdi+0 
AP: Q 一 一 通过 反应 器 的 流体 流速 ,L/min 或 m! / min: 
NN 一 一 任意 时 刻 培养 基 中 的 活 微生物 浓度 ,个 /L 或 个 /mi ; 
开 一 一 微生物 的 比 热 死 灭 速率 常数 ,min :; 
A 一 一 PFR 反应 器 的 横 截 面积 ,m? ; 
/一 一 PFR 反应 器 的 微 元 长 度 ,m。 


整理 得 
QAN —— KNAdl 
dN __ KA 
N^ 9g? 
积分 
ndN__KAf: 
M N Q k 
n N KAL 
No Q 
因为 
AL, : 
0 
Q 2 
则 
In 证 =— Kt (2-29) 


0 


由 式 (2-29) 可 知 ,连续 式 活塞 流 反应 器 的 恒 

温 灭 菌 效 果 与 全 混流 的 间歇 灭 菌 反 应 器 在 保温 段  N 
的 灭 菌 效果 相同 。 因 为 间歇 灭 菌 反应 器 的 升温 和 
降温 时 间 较 长 ,而 连续 灭 菌 系统 的 培养 基 升 温和 

降温 时 间 相 对 短 得 多 ,因此 ,从 培养 基 灭 菌 和 保护 
营养 成 分 两 个 角度 来 讲 ,将 接近 于 连续 式 活塞 流 N 
反应 器 的 长 径 比 很 大 的 管 式 反 应 器 作为 连续 灭 菌 l 反应 时 间 Y 
的 热度 维持 设备 时 ,连续 灭 菌 系统 的 灭 菌 效率 较 。 图，11 连续 全 混流 反应 
全 混流 的 间 砍 灭 菌 反应 器 高 很 多 。 器 模型 示意 图 
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4. 连续 搅拌 式 全 混流 反应 器 模型 


连续 搅拌 式 全 混流 反应 器 及 其 组 分 浓度 分 布 如 图 2-11 所 示 。 连 续 搅 拌 式 全 
混流 反应 器 的 特点 是 内 部 达到 充分 混合 ,反应 器 中 的 料 液 组 分 浓度 均匀 ,反应 器 出 
口 料 液 组 成 等 于 反应 器 内 部 料 液 组 成 ,不 随 反 应 时 间 而 变化 。 搅 拌 强烈 (机 械 搅 
FE .气流 搅拌 等 ) 且 实际 连续 的 反应 器 可 以 接近 于 连续 搅拌 式 全 混流 反应 器 特性 。 

因为 整个 反应 器 内 组 分 浓度 分 布 均匀 ,所 以 对 进出 整个 反应 器 的 活 菌 数 进行 
物料 衡 算 ,可 以 得 到 用 连续 搅拌 式 全 混流 反应 器 进行 灭 菌 时 的 杂 菌 浓度 N 、 初 始 
杂 菌 浓度 No、 反 应 时 间 二 菌 体 比 热 死 灭 速率 常数 K 等 参数 之 间 的 定量 关系 。 

对 进出 整个 反应 器 的 活 菌 数 进 行 物 料 衡 算 , 有 

进入 量 = 排 出 量 十 反应 量 十 积累 量 
即 
QN,—QN--KNV--0 


整理 得 
NL. Q 
N T KV 
pom (2-30) 
JN. 1. 
N, IFK: 


比较 式 (2-29) 和 式 (2-30) 可 知 ,在 相同 的 温度 下 灭 菌 ,要 想 达 到 相同 的 培养 
基 无 菌 程度 ,活塞 流 反应 器 需要 的 时 间 短 ,全 混流 反应 器 需要 的 时 间 长 ,因此 ,活塞 
流 反应 器 具有 较 高 的 灭 菌 效 率 。 


5. 连续 灭 菌 反应 器 的 扩散 模型 "9 


在 连续 灭 菌 反 应 器 的 设计 中 ,确定 了 灭 菌 温度 后 ,物料 的 停留 时 间 是 主要 的 设 
计 参 数 。 停 留 时 间 应 足够 将 培养 基 彻 底 灭 菌 , 同 时 又 较 少 破坏 营养 成 分 。 工 业 上 
常用 的 连续 灭 菌 流程 中 ,物料 被 加 热 到 既定 温度 后 , 常 采 用 维持 管 、 维 持 钢 或 维持 
塔 来 保持 培养 基 的 温度 ,完成 菌 体 死 灭 过 程 。 管 式 反 应 器 虽然 接近 活塞 流 反应 器 ， 
但 仍 存在 一 定 程度 的 返 混 , 钠 式 反 应 器 和 塔 式 反 应 器 则 偏离 活塞 流 反应 器 更 大 一 
些 。 为 了 更 准确 地 确定 物料 的 停留 时 间 , 可 以 采用 连续 灭 菌 反 应 器 的 扩散 模型 。 

扩散 模型 的 基本 观点 是 ,流体 在 管内 流动 时 ,由 于 分 子 扩散 和 涡流 扩散 的 作用 
使 一 部 分 流体 质点 沿 轴 向 返 混 了 回去 ,这 个 过 程 简化 为 在 活塞 流 流动 中 释 加 了 一 
个 与 流动 方向 相反 的 扩散 过 程 (图 2-12)。 

根据 费 克 定 律 , 沿 轴 向 扩散 通 量 为 

dN 


DW 
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dl 


han a 一 | Au iin 
Alem? AD; d NN I-— AD. E (N*dN) 
Po dV-Adl 


2-12 扩散 模型 示意 图 


式 中 :D. 一 一 轴 向 扩散 系数 ,cm /s。 


FL 


也 .表示 流体 的 返 混 程度 ,D. 也 可 被 理解 成 是 表示 物料 在 反应 器 中 偏离 活塞 流 
程度 的 参数 。 如 果 D. 二 0, 流 体 的 速度 分 布 就 是 理想 的 活塞 流 ; 在 男 一 个 极端 情况 
下 , 即 D. 二 ,流体 呈 全 混流 状态 。 轴 向 扩散 系数 D. 可 以 表示 成 雷诺 数 Re 的 函 


数 , 如 图 2-13 所 示 。 


图 2-13 雷诺 数 Re 一 de 与 也 之 间 的 关系 co 
uL ^ud 


注 : 虚线 表示 实 


验 数据 分 布 的 范围 


如 图 2-12 所 示 ,把 活塞 流 流动 和 扩散 流动 琶 加 ,对 进出 反应 器 任意 一 个 微 元 


体积 的 活 孢 子 数 进行 衡 算 , 有 


进入 量 一 排出 量 十 反应 量 十 积累 量 
即 
AuN 十 AD。 是 CN+dN) 


dN 


= AuCN 4- dND + AD. —7- + KNAdlL 4-0 


di 
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RP: wu 一 一 物料 的 平均 流速 ,cm/s; 
工 一 一 反应 器 轴 向 总 长 度 ,cmy 
/一 一 反应 器 轴 向 长 度 ,cm; 
A 一 一 反应 器 横 截 面积 ,cm? ; 
NN 一 一 活 孢 子 浓度 ,个 /cm 。 
整理 为 


d(dN dN 
D; (2) "d KN —0 (2-31) 


设 : 无 量 纲 活 孢 子 浓度 和 = 总 


无 量 纲 反 应 器 长 度 P 
平均 停留 时 间 t=L/u 


设 定 表示 返 泥 程 度 的 贝克 来 数 。 ”Na 一周 


当 D.=0 时 ,没有 返 混 , 流 体 呈 活塞 流 流动 , Np, 二; 
D. 二 吕 时 , 返 混 程 度 最 大 ,流体 呈 全 混流 状态 ,Nz 二 0。 
将 无 量 纲 活 孢 子 浓度 、 无 量 岗 反应 器 长 度 及 Np. 代 入 式 (2-31) ,得 


dN dN KL E 

Ix Neg Nea NT? (2-32) 
边界 条 件 为 

当 1=0， X=0， 则 N=1 


j= 2 dN 
“I=L, X=1, W7 


式 (2-31) 是 一 个 常 系数 齐 次 线性 二 阶 微分 方程 ,其 特征 方程 不 等 于 0, 因此 该 
微分 方程 有 两 个 不 相等 的 实 根 ,用 边界 条 件 确定 方程 通 解 中 的 系数 , 解 得 "?] 


N 48 ere’? 
Ne (13-6)? e Ne/? 二 (1 = 8) e rn (2-33) 


2c a m oe 
由 式 (2-33) 可 见 , 当 考虑 物料 的 返 混 现 象 时 ,培养 基 灭 菌 能 达到 的 无 菌 程度 
N/N, 不 但 是 比 热 死 灭 速率 常数 K 和 平均 停留 时 间 z 的 函数 ,还 和 Nna 有 很 大 关系 。 
根据 式 (2-33) ,可 以 求 出 在 不 同 的 Np, F-N/No 与 Ke 的 关系 (图 2-14)。 对 
于 同样 的 N/N。 值 , 随 着 Nz, 值 的 增加 ,平均 停留 时 间 = 也 要 增加 。 在 设计 管 式 反 
应 器 时 ,可 取 Nm 二 1000, 这 时 流体 的 流动 接近 活塞 流 。 


其 中 
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107 


107 © 


1074 


存活 率 N/No 
© 


@ 


107! 
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图 2-14 连续 灭 菌 器 中 轴 向 扩散 对 灭 菌 的 影响 (Pe BN S007 
(D Pe—10; © Pe=20; ®© Pe—30; (D Pe—40; © Pe—50; © Pe—70; 
(D Pe=100; ® Pe—200; 9 Pe—400; ® Pe—1000; D Pe—co 


还 需要 指出 的 是 ,如 果 培 养 基 中 含有 固形 物 , 在 设计 连续 灭 菌 时 间 时 ,一 定 要 
考虑 到 固形 物 的 尺寸 大 小 。 灭 菌 时 ,培养 基 中 固形 物 的 尺寸 决定 固形 物 中 心 温度 
升 高 的 速率 ,如 果 物 料 停留 时 间 太 短 , 大 的 固形 物 内 部 就 不 能 达到 既定 的 灭 菌 温 
度 。 表 2-6 列 出 了 培养 基 中 固形 物 尺寸 与 需要 的 灭 菌 时 间 的 关系 中 。 由 此 可 见 ， 
待 灭 菌 的 培养 基 在 进入 连续 灭 菌 系统 之 前 ,应 尽 可 能 运用 各 种 方法 除去 大 的 固形 物 。 
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表 2-6 培养 基 中 国 形 物 尺 寸 与 需要 的 灭 菌 时 间 


固形 物 尺 十 需要 的 灭 菌 时 间 /s 
lum 1075 
10 um 107* 
100 um 107 
1mm 1 
1 cm 100 


2.3.3 连续 灭 菌 设计 计算 


下 面 结 合 实例 说 明 连 续 灭 菌 器 的 设计 计算 。 

[5/2-3Y? 一 台 连 续 灭 菌 系统 使 用 蒸汽 喷射 式 加 热 器 和 真空 闪 冷 式 冷 却 器 
分 别 加 热 和 冷却 培养 基 ,加热 和 冷却 时 间 都 忽略 不 计 。 采 用 内 径 为 0.102 m 的 管 
式 反应 器 使 培养 基 保温 ,物料 流速 2 ms/h。 培 养 基 初 始 杂 菌 浓度 5X102 个 /ms ， 
需要 把 培养 基 中 的 杂 菌 浓度 降低 到 连续 灭 菌 操 作 两 个 月 只 存留 一 个 杂 菌 。 用 阿 仑 尼 
乌 斯 公式 来 计算 细菌 芽孢 的 比 热 死 灭 速率 常数 时 ,频率 因子 A 可 取 5. 7X10” ha, 
菌 体 死亡 活化 能 AE 可 取 2. 834 X 10* kJ/kmol。600 kPa( 表 压 ) 的 蒸汽 将 培养 基 
加 热 到 125C 。 培 养 基 在 125'C 时 的 比热容 c 为 4. 187 kJ/Ckg * KO. 8: HE p 为 
1000 kg/m? fli BE /为 4 kg/(m。h)。 摩 尔 气体 常数 为 1. 987X4. 187 J/(mol * K). 

(1) 如 果 假 设 流体 是 活塞 流 流动 , 灭 菌 反应 器 管 长 应 是 多 少 ? 

(2) 如 果 考 虑 流体 的 轴 向 扩散 , 灭 菌 反应 器 管 长 应 是 多 少 ? 

解 : (1) 培养 基 灭 菌 需要 达到 的 无 菌 程度 为 


N l 
No 5X10”? X2 X24 X 60 


/ 12 
(A In Te y (> 一 


由 式 (2-4),125C 的 菌 体 比 热 死 灭 速率 常 数 为 


K = Aet = (5.7 X 10?)exp ( 


6,9 x 107 


) 37.2 


— 2. 834 X 10* ) 
1. 987 X 4. 187 X 398 


K-378.6h" 
培养 基 加 热 和 冷却 时 间 忽 略 不 计 , 培 养 基 在 保温 段 的 温度 恒定 , 则 有 
Ve = Kima 


2X 375.2 — 
taa = qe = gjg g 0 0 0983 h 
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物料 在 反应 器 中 的 平均 流速 为 


EN 2 E 
"— GIDxo0z — 275 VD 


培养 基 灭 菌 反 应 器 保温 段 长 度 为 
L = utga = 245 X 0.0983 = 24. 1 (m) 
(2) 培养 基 在 管内 流动 的 雷诺 数 为 


Re dup _ 0.102 X z X 1000 
H 


6.24 x 10* 
由 图 2-13 查 得 
M Re = 6. 24 X 10° 时 ， D* 0.8 
则 轴 向 扩散 系数 为 
D. ~ 0. 8ud = 0. 8 X 245 X 0. 102 = 20 (m?/h) 


因 反 应 器 管 长 工 未 知 ,因此 Ne 和 停留 时 间 c 都 未 知 ,此 时 可 采用 试 差 法 。 假 
设 灭 菌 反应 器 保温 段 长 度 荆 一 25 m, 则 Np 为 


uL  245X25 _ 
Nn 7 p. 20 909 
KL _ 378.6 X25 — 
uo 245 d 
对 于 Np =306 fll KL/u—38.6.2&[8 2-14 有 
-15 
N, 2X10 


此 时 培养 基 灭 菌 能 达到 的 N/N, 值 比 要 求 的 N/N, =6. 9X107 TEK, BEA 
需 重新 设 定 管 长 。 假 设 管 长 虐 为 27. 5 m, 计 算出 Np,、KL/u, 由 图 2-14 查 得 
N/No 王 6.9X10-"。 所 以 连续 灭 菌 保温 段 管 长 应 为 27. 5 m。 该 值 比 假设 流体 是 
活塞 流 情况 下 的 管 长 要 多 3. 4 m. 

【 例 2-4】 一 连续 灭 菌 反应 器 管 长 工 为 45 m, 管 径 d 79 0.15 m, 物 料 在 管内 
流速 12 ms/h。 外 加 热 器 能 使 培养 基 迅 速 升温 至 灭 菌 温 度 ,外 冷却 器 能 迅速 将 培 
养 基 降温 至 接种 温度 。 培 养 基 初始 杂 菌 浓度 5010" 个 /ms ,需要 把 培养 基 中 的 杂 
菌 浓度 降低 到 连续 灭 菌 操作 两 个 月 只 存留 一 个 杂 菌 。 其 他 条 件 及 培养 基 物 性 参数 
同 例 2-3。 问 灭 菌 温度 应 为 多 少 ? 

解 : 培养 基 灭 菌 需要 达到 的 无 菌 程度 为 


N 5 xU 
No 6.9 X 10 
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物料 在 反应 器 中 的 平均 流速 为 
u= GE — 679 (m/h) 
培养 基 在 管内 流动 的 雷诺 数 为 
Re dup 0.18 X 679 X1000 _ ,55 x lo 


u 4 
3 Re—2.55X10* 时 ,由 图 2-13 查 得 
D. 


ad 20.3 
则 轴 向 扩散 系数 为 
D. ~ 0. 3ud = 0. 3 X 679 X 0. 15 = 30. 6 (m^/h) 
则 Np 为 
uL _ 679X45 _ 
Na = D. = 73906 998.5 
对 于 Np —998. 5 和 N/No—6.9X107" , 查 图 2-14 有 
KL ~ 43 
u 
=43# = 679 _ x 
K — 43 3- — A8 X 7g = 649 (7) 
根据 阿 仑 尼 乌 斯 公式 有 
K = Ae ff 
T AE 2. 834 X 105 
A 5.7 X 10? 
R(n &) 1.987 X 4.187 X (m (1x10) 
=A EE 
j A 


2-1 微生物 比 热 死 灭 速率 常数 K 由 什么 因素 决定 ? 
2-2 培养 基 高 温 短 时 灭 菌 的 原理 是 什么 ? 
2-3 工业 上 培养 基 间 砍 蒸汽 灭 菌 和 连续 蒸汽 灭 菌 各 自 的 特点 是 什么 ? 


2-4 一 发 酵 钠 内 装 100 m 培养 基 ,培养 基 含 杂 菌 孢子 浓度 10 个 /mL ,要 求 


灭 菌 后 培养 基 残 存活 菌 孢 子 浓度 N 二 10 习 个 /mi ,计算 培养 基 灭 菌 的 无 菌 程度 。 


2-5 用 一 100 ms 发酵 饶 对 培养 基 间 歇 灭 菌 , 装 料 系 数 60 26 ,培养 基 含 杂 菌 孢 


子 浓度 10 个 /mL | GR CURL FE I LIT YR BEEN. — 10 “个 /m 喇 。 设 计 的 培养 
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基 温 度 .加热 时 间 以 及 相应 的 细菌 抱 子 的 比 热 死 灭 速率 常数 K 如 下 ,培养 基 在 
120'C 保温 5 min, 升 温 段 和 降温 段 的 灭 菌 效果 是 总 灭 菌 效果 的 47 26 , 问 设 计 的 Tt 
过 程 能 否 达到 灭 菌 要 求 ? 如 不 能 ,应 如 何 改进 ? 


t/min 0 10 30 36 | 43 | 50 | 55 | 58 | 63 70 | 102 | 120 | 140 
T/C 30 50 90 | 100 | 110 | 120 | 120 | 110 | 100 | 90 | 60 | 44 33 
K/min^! 0 0 0 /|0.03/0.36|3.59|3.59|0.36|0.03| 0 0 0 0 


2-6 ”一 台 连 续 灭 菌 系统 使 用 蒸汽 喷射 式 加 热 器 和 真空 闪 冷 式 冷却 器 分 别 加 
热 和 冷却 培养 基 , 加 热 和 冷却 时 间 都 忽略 不 计 。 采 用 内 径 为 0.12 m 的 管 式 反 应 器 
使 培养 基 保 温 ,物料 流速 2m*/h。 培 养 基 初始 杂 菌 浓度 5X 102 个 /ms ,需要 把 培 
养 基 中 的 杂 菌 浓度 降低 到 连续 灭 菌 操作 两 个 月 只 存留 一 个 杂 菌 。 用 阿 仑 尼 乌 斯 公 
式 来 计算 细菌 芽孢 的 比 热 死 灭 速率 常数 时 ,频率 因子 A 可 取 5. 7X 10? h^! , 菌 体 
死亡 活化 能 AE 可 取 2. 834X105kJ/kmol。600 kPa( 表 压 ) 的 蒸汽 将 培养 基 加 热 到 
125"C 。 培 养 基 在 125'C 时 的 比热容 c H 4.187 kJ/(kg * KO ,密度 p 为 1000 kg/m? ， 
粘度 py 为 4kg/(m*h)。 摩 尔 气 体 常数 为 1.987X4.187 J/Cmol * K), 

(1) 如 果 假 设 流体 是 活塞 流 流动 , 灭 菌 反应 器 管 长 应 是 多 少 ? 

(2) 如 果 考 虑 流体 的 轴 向 扩散 , 灭 菌 反应 器 管 长 应 是 多 少 ? 

2-7 一 连续 灭 菌 反应 器 管 长 工 为 50 m, 管 径 d 为 0.15 m, 物 料 在 管内 流速 
12 ms/h。 外 加 热 回 能 使 培养 基 迅 速 升温 至 灭 菌 温度 ,外 冷却 器 能 迅速 将 培养 基 降 
温 至 接种 温度 。 培 养 基 初始 杂 菌 浓度 5X102 个 /ms ,需要 把 培养 基 中 的 杂 菌 浓度 
降低 到 连续 灭 菌 操 作 两 个 月 只 存留 一 个 杂 菌 , 其 他 条 件 及 培养 基 物 性 参数 同 习题 
2-6。 问 灭 菌 温度 应 为 多 少 ? 


符号 说 明 
N 培养 基 中 的 活 微生物 浓度 ,个 /L AE' 热 敏 性 物质 热 分 解 反 应 的 活化 能 ， 
t 灭 菌 时 间 ,min J/mol 
K 微生物 比 热 死 灭 速率 常数 ,min R 摩尔 气体 常数 ，1. 987 X 4.187 J/ 
N (mol * K) 
Ns 培养 基 灭 菌 的 无 菌 程度 ,存活 率 T 温度 ,KK 或 
No 未 灭 菌 培养 基 的 杂 菌 浓度 ,个 /L c 培养 基 中 热 敏 性 物质 的 浓度 ,培养 
AA 频率 因子 ,为 常数 ,min 基 上 比热容 ,J/(kg*， "C 


AE 菌 体 热 死 灭 反应 的 活化 能 ,J/mol Ka 热 敏 性 物质 的 热 分 解 速率 常数 ,min 
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M 培养 基质 量 ,kg 或 ms 

F 总 传 热 面积 ,mm Q 通过 反应 器 的 流体 流速 ,L/min 或 

h AER REG J/Om! + s+ ©) m/min 

d 蒸汽 温度 ,C D. 轴 向 扩散 系数 ,cm?/s 

To 培养 基 初 始 温度 C u 物料 流速 ,cm/s 

S 通 入 蒸汽 的 质量 流量 ,kg/s L 反应 器 轴 向 总 长 度 ,cm 

A 以 培养 基 初 温 为 基准 的 蒸汽 热 烩 ， L 反应 器 轴 向 长 度 ,cm 
J/kg A 反应 器 横 截面 积 ,cm? 

Ww 降温 冷却 水 质量 流量 ,kg/s N 无 量 纲 活 孢 子 浓度 

s 冷却 水 、 凝 结 水 比热容 ,J/(kg * "CO X 无 量 纲 反应 器 长 度 

T wos Twi 冷却 水 出 口 和 进口 水 温 ,C Npe 表示 返 混 程 度 的 贝克 来 数 

AT, ”培养 基 和 冷却 水 的 平均 温差 ,C d 管 径 

Qu 散失 的 热量 ,J u 粘度 


T 培养 基 的 平均 停留 时 间 ,s 或 min 或 h p 密度 
V 反应 器 (维持 管 或 维持 钢 ) 的 体积 ,L Re 雷诺 数 
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提 要 


需 氧 微生物 的 生长 繁殖 和 代谢 均 需 要 氧气 ,工业 上 采用 向 培养 体系 通 入 无 菌 
空气 的 办 法 来 提供 氧气 。 多 数 需 氧 的 液体 深层 培养 过 程 需 氧 量 大 , 且 对 空气 无 菌 
程度 的 要 求 较 严 格 。 一 般 空 气 无 菌 程度 为 10-?, 即 培养 1000 次 所 用 的 无 菌 空气 
只 允许 含有 1 个 杂 菌 。 

发 酵 工 业 上 多 采用 过 滤 除 菌 方法 制备 大 量 无 菌 空 气 。 为 使 空气 状态 参数 如 压 
力 、 湿 度 、 温 度 等 适合 进行 空气 过 滤 , 需 要 设置 单元 设备 对 空气 进行 预 处 理 。 典 型 
空气 预 处 理 流程 包括 空气 的 压缩 、 冷 却 、 除 水 除 油 和 加 热 过 程 。 

工业 上 常用 空气 压缩 机 来 增加 空气 的 压力 。 空 气 被 压缩 时 其 温度 也 相应 提 
高 。 为 了 降低 空气 的 温度 , 常 采用 以 水 作 冷 却 介质 的 空气 冷却 器 来 使 空气 降温 。 
随 着 空气 的 冷却 ,空气 中 的 水 辣 气 冷凝 出 来 ,水 滴 混 在 空气 中 。 用 油 作 润 滑 剂 的 空 
压 机 压缩 的 空气 中 还 夹带 油 雾 。 水 滴 和 油 雾 必须 除去 以 免 降 低 过 滤 介 质 的 除 菌 效 
率 。 除 水 除 油 过 程 用 旋风 分 离 器 和 丝 网 除 雾 器 完成 。 经 过 压缩 ,冷却 和 除 水 除 油 
的 空气 在 压力 和 温度 方面 已 基本 符合 空气 过 滤 的 要 求 ,但 是 这 时 空气 相对 湿度 已 
达 饱 和 ,为 了 避免 相对 湿度 饱和 的 空气 在 通过 过 滤器 时 打 湿 过 滤 介 质 ,工业 上 在 空 
气 进 入 过 滤器 之 前 设置 用 蒸汽 为 热源 的 空气 加 热 嚣 来 降低 空气 的 相对 温度。 空气 
的 状态 随地 区 的 不 同 而 变化 。 空 气 预 处 理 流程 的 制定 须 考虑 地 区 的 气候 条 件 , 即 
使 采用 同一 个 流程 ,其 操作 条 件 也 应 随 季节 的 变化 而 适当 调整 。 

工业 上 无 菌 空气 的 制备 流程 中 ,为 达到 空气 的 无 菌 程度 ,常常 设置 总 过 滤器 和 
分 ( 精 ) 过 滤器 对 空气 进行 过 滤 , 有 时 为 了 延长 分 ( 精 ) 过 滤器 中 过 滤 介 质 的 使 用 寿 
命 , 还 在 总 过 滤器 和 分 ( 精 ) 过 滤器 之 间 设 置 预 过 小 器 。 

空气 过 滤 使 用 的 过 小 介质 , 按 其 孔径 大 小 可 分 为 两 类 , 即 绝对 过 滤 介 质 和 深层 
过 滤 介 质 。 绝 对 过 滤 介 质 的 孔隙 小 于 被 拦截 的 微生物 大 小 ,当空 气 通过 时 ,微生物 
被 阻 留 在 介质 的 一 侧 。 常 用 的 绝对 过 滤 介 质 的 材质 有 聚 偏 氟 乙烯 和 聚 四 氟 乙 燃 
等 。 绝 对 过 滤 介 质 常 作为 精 过 滤器 的 过 滤 介 质 对 空气 进行 最 后 的 无 菌 过 滤 。 深 层 
过 滤 介 质 的 孔隙 大 于 被 阻 留 的 微生物 ,为 了 达到 所 需 的 除 菌 效 果 , 介 质 必 须 有 一 定 
的 厚度 。 深 层 过 滤 介 质 又 分 成 两 类 ,第 一 类 如 棉花 纤维 、 玻 璃 纤维 、 合 成 纤维 等 ;第 
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二 类 是 将 过 滤 材 料 制 成 纸 ,、 板 或 管状 ,如 超 细 玻 璃 纤维 滤纸 、 金 属 烧 结 板 等 。 深 层 
过 滤 介质 常用 于 总 过 滤器 。 人 金属 烧结 板 过 滤器 常安 装 在 总 过 滤器 和 分 ( 精 ) 过 滤器 
之 间作 为 预 过 滤器 。 

空气 进行 深层 过 滤 时 , 滤 层 纤维 形成 的 网 格 阻碍 空气 气流 前 进 ,气流 流动 方向 
出 现 多 次 改变 ,空气 中 的 微粒 因 惯 性 冲撞 、 阻 拦 、 布 朗 扩散 、 重 力 沉降 、 静 电 吸 引 等 
作用 机 制 滞留 在 纤维 表面 上 。 在 空气 的 过 滤 除 菌 中 ,上 述 的 几 种 机 制 对 微粒 的 捕 
集 效 率 均 随 纤维 性 质 、 空 气 中 微粒 性 质 以 及 气流 速度 等 参数 而 变化 ,目前 还 不 能 进 
行 准确 的 理论 计算 。 这 些 机 制 对 空气 中 微粒 捕 集 效率 可 用 相应 的 经 验 公 式 进 行 计 
算 。 过 滤 介质 对 空气 中 微粒 的 总 的 捕 集 效率 是 上 述 各 机 制 捕 集 效率 之 和 。 

深层 空气 过 滤器 设计 时 ,需要 确定 滤 层 厚 度 , 并 估算 过 滤 压力 降 。 对 数 穿 透 定 
律 表示 穿 过 过 滤 层 的 微粒 数 (Ns) 与 进入 滤 层 的 微粒 数 (Ni) 之 比 是 滤 层 厚度 ( 工 ) 
的 函数 , 即 In(Ns/N1) 二 一 KL, 式 中 K 值 的 大 小 与 空气 流速 ,空气 中 微粒 的 大 小 、 
过 滤 介 质 的 种 类 及 填充 密度 等 因素 有 关 。K 值 可 通过 实验 求 得 ,或 采用 与 过 滤 介 
质 对 空气 中 微粒 捕 集 效率 有 关 的 经 验 公 式 计 算 。 采 用 对 数 穿 透 定 律 可 进行 过 滤 层 
厚度 的 设计 计算 。 空 气 通过 深层 过 滤器 的 压力 降 也 可 采用 相关 的 经 验 公 式 进行 
计算 。 

需 氧 微生物 的 生长 繁殖 和 代谢 均 需 要 消耗 氧气 。 工 业 上 采用 向 需 氧 微生物 培 
养 体系 通 入 无 菌 空气 的 办 法 来 提供 氧气 。 通 入 空气 的 量 是 很 大 的 。 例 如 ,一 个 
100 ms 的 发 酵 匀 , 装 料 系数 为 0.7, 通 气量 为 每 立方 米 培养 液 每 分 钟 通 入 0. 3 ms 的 
空气 ,发 酵 周期 为 120 h, 那 么 每 个 发 酵 周 期 需 通 入 1.512X105 ms 空气 。 据 统计 ， 
每 立方 米 城市 的 空气 中 含有 103 一 104 个 微生物 ,由 此 可 见 空气 除 菌 的 必要 性 。 


3.1 通风 培养 对 无 菌 空气 的 要 求 


3.1.1 空气 中 的 微生物 


空气 中 微生物 的 数量 与 环境 条 件 有 关 。 干 燥 寒 冷 的 北方 空气 中 微生物 密度 相 
对 低 , 而 潮湿 温暖 的 南方 空气 中 微生物 量 较 多 。 城 市 空气 中 微生物 的 密度 较 高 , 农 
村 和 山区 则 较 低 ,工厂 附近 又 以 主 风向 上 游 密 度 较 低 。 地 平面 空气 含 微 生物 比 高 
空 多 ,高 度 每 上 升 10 m, 空 气 中 微生物 量 下 降 一 个 数量 级 左右。 

空气 中 的 微生物 多 为 细菌 ,也 有 真菌 、 酵 母 和 病毒 。 空 气 中 常见 微生物 及 其 大 
小 见 表 3-1。 小 的 微生物 附 在 空气 中 的 全 埃 上 ,尘埃 的 尺寸 约 为 0.6 pm. 
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表 3-1 空气 中 常见 微生物 的 大 小 


微生物 宽 /pm 长 /pm 
枯草 芽孢 杆菌 0.5~1.1 1.6~4.8 
巨大 芽孢 杆菌 0.9—2.1 2.0—10 
产 气 杆菌 1.0 一 1.5 1.0—2.5 
螨 状 芽孢 杆菌 1.3 一 2.0 8.1 一 25.8 
地 衣 芽 孢 杆菌 0.5 一 0.7 1.8—3.3 
金黄 色 小 球菌 0.5—1.0 0.5—1.0 
普通 变形 杆菌 0.5~1.0 1.0~3.0 
酵母 菌 3.0—5.0 5.0—19.0 
病毒 0.0015 一 0. 225 0. 0015—0. 28 


3.1.2 通风 培养 对 空气 无 菌 程度 的 要 求 


不 同 的 发 酵 过 程 ,由 于 所 用 微生物 菌 种 的 生长 能 力 强 弱 、 生 长 速度 快慢 、 发 酝 
周期 长 短 培养 基 营 养 成 分 和 pH 的 差别 ,对 空气 的 无 菌 程度 的 要 求 也 不 同 。 固 体 
发 酵 以 及 厚 层 固体 制 曲 需要 的 空气 量 大 ,但 无 菌 程度 要 求 不 高 ,压力 也 较 低 ,一 般 
选用 离心 式 通 风机 并 经 适当 的 空调 处 理 进行 调 温和 调 湿 就 可 以 了 。 酵 母 的 培养 过 
程 , 因 培 养 基 是 以 糖 源 为 主 ,pH 值 较 低 , 且 酵母 的 生长 繁殖 速度 较 快 ,能 抵抗 少量 
的 杂 菌 影响 ,因而 对 空气 无 菌 程度 的 要 求 不 如 液体 曲 、 抗 生 素 发 酵 那 么 严格 。 有 机 
酸 、 氨 基 酸 、 抗 生 素 发 酵 等 多 数 好 氧 的 液体 深层 培养 过 程 需 氧 量 大 ,对 无 菌 空气 的 
要 求 较 严格 ,但 也 因 培 养 周期 长 短 , 培 养 条 件 的 不 同 ,对 空气 无 菌 程度 有 不 同 的 要 
求 。 总 的 来 说 ,影响 因素 比较 复杂 ,需要 根据 具体 情况 制定 具体 的 工艺 要 求 。 一 般 
按 染 菌 几率 10 习 来 计算 , 即 培养 1000 次 所 用 的 无 菌 空气 只 允许 含有 1 个 杂 菌 。 


3.2 空气 除 菌 方法 


1. 过 滤 除 菌 


过 滤 除 菌 采 用 定期 灭 菌 的 过 滤 介 质 来 阻隔 空气 中 含有 的 微生物 ,取得 无 菌 空 
气 。 天 然 纤维 和 合成 纤维 (如 棉花 、 玻 璃 纤维 、 超 细 玻 璃 纤维 )、 烧 结 材 料 ( 烧 结 金 
属 、 烧 结 陶瓷 、 烧 结 塑料 ) 等 被 广泛 用 作 空 气 过 滤 介 质 。 发 酵 工 业 中 主要 采用 过 滤 
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除 菌 方法 制备 大 量 无 菌 空气 。 
2. 加 热 灭 菌 


考虑 到 在 工业 上 广泛 应 用 的 过 滤 除 菌 方法 制备 无 菌 空气 时 ,在 空气 通 入 培养 
系统 之 前 ,一 般 均 需 用 压缩 机 压缩 ,以 增加 空气 的 压力 ,因此 可 以 利用 空气 压缩 后 
温度 的 升 高 来 实现 空气 的 灭 菌 。 表 3-2 示 出 了 不 同 干 热 空 气温 度 下 需要 的 灭 菌 
时 间 。 
表 3-2 不 同 干 热 空 气温 度 下 需要 的 灭 菌 时 间 
温度 /CC 200 250 300 350 
所 需 时 间 /s 15.1 5.1 2.1 1.05 


如 果 空 气 经 压缩 后 温度 升 高 至 200 CEH E 15 s 左右 , 即 可 实现 空气 的 干 
热 杀菌 。 气 体 多 变 压 缩 公式 为 


P. 
T = (=) (3-1) 
AP: TT 、Ts 一 一 空气 压缩 前 、 后 的 热力 学 温度 ; 

Pi、Ps 一 一 空气 压缩 前 、 后 的 绝对 压力 ,P;/Pi 称 为 压缩 比 ; 

K 一 一 多 变 指数 , 取 1. 3。 

当 进 气温 度 为 30%C ,空气 压缩 比 为 7 时 ,压缩 空气 出 口 温度 为 201C 。 当 进入 
压缩 机 的 空气 经 预 热 后 为 45 一 50Y ,空气 压缩 比 为 6 的 情况 下 ,空气 压缩 后 的 温 
度 也 达到 200'C 以上。 压缩 空气 在 200C 以 上 维持 一 定时 间 ,可 达到 空气 灭 菌 的 效 
果 。 利 用 空气 压缩 机 产生 的 热量 进行 空气 灭 菌 的 示意 图 如 图 3-1 所 示 。 

空气 的 热 灭 菌 方 法 在 实际 应 用 时 ,必须 考虑 到 连接 空气 压缩 机 与 培养 饶 的 管 
路 的 灭 菌 问题 。 用 空气 的 热 灭 菌 制备 无 菌 空气 的 方法 已 成 功 地 应 用 于 丙酮 . 丁 醇 、 
2,3- 丁 二 醇 及 淀粉 酶 的 发 酵 生 产 中 。 


3. 辐射 灭 菌 


波长 在 226.5 一 328.7 nm 的 紫外 线 对 空气 中 微生物 的 杀 灭 效力 最 强 忠 。 微 生 
物 实验 和 发 酵 工厂 的 无 菌 室 、 医 院 的 手术 室 通常 都 装 有 能 发 出 这 种 波长 的 紫外 灯 。 
从 理论 上 说 高 能 阴极 射线 声波、Y 射线 等 都 能 破坏 蛋白 质 等 生物 活性 物质 而 引起 
微生物 的 死亡 ,从 而 起 到 杀菌 的 作用 。 但 是 ,用 于 大 规模 的 制备 无 菌 空气 的 设备 成 
本 高 ,还 有 不 少 的 问题 需要 解决 ,目前 发 酵 工 业 还 很 少 采 用 。 


4. 静电 除 菌 
静电 除 菌 的 机 制 是 使 空气 中 的 微生物 和 尘埃 成 为 带电 体 ,利用 静电 引力 来 吸 
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KAHA 


图 3-1 利用 空气 压缩 机 产生 的 热量 进行 空气 灭 菌 的 流程 
1 一 压缩 机 ; 2 一 贮 钠 ; 3 一 保温 层 


附带 电 粒 子 到 电极 上 ,从 而 达到 灭 菌 除尘 的 目的 。 如 图 3-2 所 示 ,首先 将 交流 电 升 
压 至 20—50 kV ,并 经 整流 器 变 成 高 压 直 流 电 。 将 正极 与 钢管 外 过 连接 并 接地 , 负 
极 与 穿 过 钢管 中 心 的 导线 相连 接 。 当 电场 强度 大 于 1000 V/cm? 时 ,管内 气体 发 
生 电离 作用 ,微粒 带 上 电荷 ,分 别 向 两 极 运动 ,从 而 被 电极 吸附 。 基 浮 于 空气 中 的 
微生物 大 多 带 有 一 定 的 电荷 ,没有 电荷 的 微粒 进入 高 压 电 场 时 都 会 被 电离 成 带电 
微粒 ,但 一 些 直 径 很 小 的 微粒 所 带 的 电荷 小 , 当 产 生 的 引力 等 于 或 小 于 气流 对 微粒 
的 抢 带 力 或 微粒 布朗 扩散 运动 的 动量 时 ,微粒 就 不 能 被 电极 吸附 。 所 以 ,静电 除 菌 
对 很 小 的 微粒 效率 较 低 。 

吸附 于 电极 上 的 微粒 、 油 滴 、 水 滴 等 必须 定期 清洗 ,以 保证 除尘 效率 和 除尘 器 
的 绝缘 程度 。 


图 3-2 静电 除尘 灭 菌 器 示意 图 
1 一 升 压 变压器 ; 2 一 整流 器 ; 3 一 沉淀 电极 ; 4 一 电 晕 电 压 
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静电 除 菌 的 特点 是 能 量 消 耗 小 ,空气 压 头 损失 小 ,缺点 是 设备 较 庞 大 。 


3.3 空气 过 滤 除 菌 的 预 处 理 


当空 气 被 压缩 时 ,空气 中 的 微生物 受到 相当 高 的 温度 的 影响 ,因而 目前 工业 上 
采用 的 空气 除 菌 方法 ,实际 上 是 加 热 灭 菌 和 过 滤 除 菌 的 综合 处 理 。 


3.3.1 空气 的 预 处 理 方法 


对 于 一 般 要 求 的 低压 无 菌 空气 ,可 直接 采用 一 般 鼓 风机 增 压 后 进入 过 滤器 ,经 
过 滤 除 菌 而 制 得 。 如 无 菌 室 、 洁 净 工 作 台 等 使 用 的 无 菌 空气 就 是 采用 这 种 简单 的 
流程 。 

对 于 深层 培养 过 程 来 说 ,空气 通过 过 滤 介质 有 压力 损失 ,同时 ,过 滤 后 的 无 菌 
空气 从 饶 底 通 和 发酵 缸 ,要 克服 发 酵 缸 的 背 压 和 液体 静 压 头 , 因 此 ,空气 进入 过 滤 
器 之 前 要 有 一 定 的 压力 。 这 就 需要 相对 复杂 的 空气 预 处 理 流 程 。 空 气 预 处 理 的 主 
要 目的 是 使 空气 的 状态 参数 适合 进行 空气 的 过 滤 。 图 3-3 是 典型 的 空气 预 处 理 流 


图 3-3 一 级 压缩 .二 级 冷却 ,一 级 加 热 空 气 预 处 理 流程 


1 一 粗 过 滤器 ; 2 一 压缩 机 ; 3—T- ME: 4,6 一 冷却 器 ; 5 一 旋风 分 离 器 ; 7 一 丝 网 分 离 器 ; 8 一 加 热 器 ; 9 一 过 滤器 


工业 上 常 采用 空气 压缩 机 来 提高 空气 的 压力 。 空 气压 缩 机 的 进 气 口 可 设置 在 
较 高 的 位 置 ,以 提高 空气 的 洁净 度 , 如 高 于 地 面 20 一 30 m。 同 时 ,为 了 保护 空气 压 
缩 机 , 常 在 压缩 机 的 吸 气 口 处 安装 粗 过 滤器 ,除去 空气 中 较 大 的 尘埃 颗粒 ,减少 进 
入 空 压 机 的 灰尘 和 微生物 数量 ,减轻 主 过 滤器 的 负荷 。 粗 过 滤器 通常 采用 布袋 过 
滤器 填料 过 滤器 等 。 布 袋 过 滤器 结构 简单 ,可 采用 毛 质 绒布 、 合 成 纤维 滤 布 、 无 纺 
布 作 过 滤 介 质 ,一般 气流 速度 为 2 一 2. 5 m/min, 空气 阻力 约 为 60 一 120 mmHg. WË 
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布 应 定期 清洗 和 更 换 。 

由 往复 式 压 缩 机 压缩 出 来 的 空气 是 脉动 式 的 , 紧 接 着 空气 压缩 机 需 安装 一 个 
贮 气 饶 , 缓 冲 排 气 脉冲 ,稳定 压力 ,使 后 边 的 管道 .容器 压力 稳定 ,气流 速度 均匀 ,还 
可 以 使 部 分 液 滴 在 饶 内 沉降 。 空 气 贮 饶 如 图 3-4 所 示 o 

根据 气体 多 变 压 缩 的 原理 ,空气 在 压缩 过 程 中 ,提高 了 压力 ,同时 也 提高 了 
温度 。 高 温 的 空气 不 能 直接 进行 过 滤 , 会 引起 过 滤 介 质 的 碳化 或 燃烧 ;同时 ,高 
温 的 空气 通 人 发 酵 饶 , 会 大 大 增加 发 酵 缸 的 冷却 降温 负荷 ,给 培养 温度 的 控制 带 
来 难度 。 所 以 ,空气 压缩 后 必须 设置 冷却 器 进行 空气 的 冷却 。 一 般 用 列 管 式 冷 
却 器 对 压缩 后 的 空气 进行 冷却 ,空气 走 壳 程 ,冷却 水 走 管 程 , 传 热 系 数 约 为 60 一 
120 J/(m*。，s。，C),. 诱 板式 换 热 器 用 强制 流动 的 冷 空 气 冷却 ,总 传 热 系数 达 
350J/Cm2z。s。'C)。 

空气 中 含有 一 定量 的 水 分 , 随 着 空气 的 冷却 ,其 相对 湿度 升 高 ,空气 中 的 水 蒸 
气 可 冷凝 为 水 滴 析 出 ;另外 ,经 用 油 作 润 滑 剂 的 压缩 机 压缩 的 空气 ,往往 还 夹带 油 
雾 。 这 些 夹 杂 在 压缩 空气 中 的 水 滴 和 油 滴 很 容易 使 空气 过 滤器 除 菌 性 能 下 降 , 直 
至 失效 ,因此 ,在 对 压缩 空气 进行 过 滤 之 前 , 须 进行 除 水 除 油 操作 。 有 两 类 设备 可 
以 用 于 分 离 空 气 中 的 水 滴 和 油 滴 ,一 类 是 利用 离心 力 进行 分 离 的 旋风 分 离 器 , 另 一 
类 是 利用 惯性 进行 拦截 的 介质 过 滤器 。 

旋风 分 离 器 结构 如 图 3-5 所 示 ,其 结构 简单 ,阻力 小 ,可 用 于 气 - 液 和 气 - 固 的 


图 3-4 空气 贮 色 示意 图 图 3-5 旋风 分 离 器 示意 图 
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分 离 。 空 气 从 切线 方向 以 15 一 25 m/s 的 流速 进入 旋风 分 离 器 , 沿 器 内 壁 作 圆周 运 
动 ,水 滴 和 油 滴 的 体积 质量 比 空气 大 , 因 惯 性 力 沿 器 壁 沉降 ,而 空气 旋 流 后 则 由 上 
部 排 气 口 排出 ,从 而 达到 气 液 分 离 的 目的 。 旋 风 分 离 器 对 于 10 pm 以 上 的 微粒 的 
分 离 效率 较 高 ,对 于 10 pm 以 下 微粒 的 分 离 较 困难 。 旋 风 分 离 器 的 压 头 损失 通常 
在 6600— 26600 Pa, 


图 3-6 丝 网 分 离 器 


介质 过 滤器 利用 颗粒 状 介 质 、 网 状 介质 的 拦截 作用 来 分 离 空 气 中 的 水 滴 或 油 
滴 , 并 使 之 在 介质 上 合并 成 大 的 液 滴 , 最 后 从 介质 上 落下 而 与 空气 分 离 。 在 各 种 介 
质 过 滤器 中 , 丝 网 分 离 器 具有 较 高 的 分 离 效率 ,其 结构 如 图 3-6 所 示 。 丝 网 分 离 器 
对 直径 约 5 pm 滴 液 的 分 离 效率 可 达 99%, 且 能 除去 部 分 2 一 5 pm 的 较 小 微粒 。 
丝 网 分 离 器 结构 简单 .气体 压 头 损失 只 有 几 十 毫米 水 柱 。 网 状 介质 材料 可 为 不 
锈 钢 网 . 聚 乙烯 塑料 网 等 。 通 过 丝 网 分 离 器 的 空气 流速 不 能 太 大 ,以免 分 离 出 的 
液 滴 又 被 空气 夹带 出 来 。 最 大 空气 流速 可 由 下 式 确定 : 


Uses = K er Pe (3-2) 
pc 
AP: wx 一 一 空气 的 最 大 流速 ,m/s; 
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er、oc 一 一 液 滴 和 空气 的 密度 ,kg/mzs; 
K 一 一 系数 ,一 般 取 0. 107。 
实际 操作 流速 可 取 最 大 流速 的 75% ,根据 处 理 空气 的 流量 ,再 确定 丝 网 分 离 
器 的 直径 。 
经 过 了 压缩 .冷却 和 除 水 除 油 的 空气 ,其 相对 湿度 较 高 ,可 达 100% ,为 了 避免 
高 相对 湿度 的 空气 在 通过 过 滤器 时 打 湿 过 滤 介质 ,还 需 在 空气 进入 过 滤器 之 前 设 
置 空气 加 热 器 ,降低 空气 的 相对 湿度 。 空 气 加 热 器 一 般 采 用 列 管 式 换 热 器 。 


3.3.2 空气 压缩 ,冷却 ,加热 过 程 中 状态 参数 的 变化 


1. 空气 的 压缩 


压缩 机 的 工作 循环 由 恒 压 吸 气 、 压 缩 和 恒 压 排 气 过 程 组 成 。 

图 3-7(a) 表 示 往 复式 空 压 机 活塞 位 于 气缸 的 最 右 端 ,气缸 内 充满 与 吸入 管 路 
内 相同 的 气体 ,气体 压力 都 为 Pi ,气缸 内 气体 体积 为 Vi ,其 状态 如 P-V 图 (b) 上 点 
1 所 示 。 活 塞 向 左 移动 时 ,气缸 内 空间 逐渐 减 小 ,气体 被 压缩 ,气体 压力 逐渐 增加 ， 
当 气 体 压力 达到 P: 时 ,气体 体积 减 小 为 Vs: ,其 状态 相当 于 PV 图 (b) 上 点 2, 这 个 
过 程 是 气体 在 封闭 条 件 下 的 压缩 过 程 。 活 塞 继续 向 左 运动 ,在 恒定 压力 Pe FEA 
体 进入 排 气管 ,直至 排 尽 , 相 当 于 P-V 图 (b) 上 点 3, 这 个 过 程 是 恒 压 P, 下 的 排 气 
过 程 。 此 时 活塞 向 右 移动 , 气 负 内 斥 力 立即 降 到 P, ,相当 于 P-V 图 (b) 上 点 4, 随 
活塞 向 右 移 动 ,压力 为 Pl 的 气体 进入 气 饶 , 活塞 运动 到 右 端点 , 气 仙 内 气体 又 达 
到 PV 图 (b) 上 点 1, 这 个 过 程 是 在 恒 压 Pi 下 的 吸 气 过 程 。 

理想 工作 循环 的 基本 前 提 是 不 考虑 各 种 摩擦 阻力 ,如 气体 流 过 吸 气 阀 和 排 气 


(a) (b) (c) 


图 3-7 气体 的 压缩 循环 
(a) 压缩 机 气缸 ; (b) 气体 的 理想 压缩 循环 ; (c) 气体 压缩 实际 工作 循环 
S—W A B; D 一 排出 阔 
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阀 的 阻力 。 一 个 压缩 过 程 结束 时 ,气体 被 全 部 排 净 , 即 没有 余 隙 。 但 是 ,压缩 机 实 
际 工作 时 ,上 述 前 提 条 件 是 不 可 能 实现 的 。 

实际 的 压缩 机 气缸 内 有 余 孙 存在。 压缩 机 的 实际 工作 循环 如 图 3-7(c) 所 示 。 
气缸 吸入 了 压力 为 已 的 气体 , 体积 达到 V 后, 就 从 PV 图 上 的 点 1 开始 压缩 过 
程 ,压缩 到 P; 压 力 时 ,气体 体积 为 V, ,相当 于 状态 点 2, 然 后 排 气 阀 立 即 被 顶 开 , 进 
FEE P; 排 气 过 程 , 排 气 的 终止 状态 点 为 3, 余 隙 体积 为 V; ,活塞 往 回 运动 时 , 余 
际 内 的 气体 首先 膨胀 , 当 气 氏 内 压力 达到 吸 气 压力 已 时 ,相当 于 状态 点 4, 吸 气 阀 
才 打开 进行 吸 气 过 程 ,直至 回 到 状态 点 1, 完 成 一 个 压缩 循环 过 程 。 余 际 的 存在 明 
显 地 降低 了 吸 气 量 。 余 隙 内 气体 膨胀 后 所 占 的 体积 越 多 ,每 一 循环 吸入 气体 量 下 
降 越 多 。 

气体 经 压缩 后 ,分 子 密度 增 大 ,分 子 的 距离 缩短 ,分 子 的 碰撞 增加 ,分 子 原 有 的 
能 量 转变 为 热能 , 若 热量 没有 向 外 界 传 出 , 则 气体 温度 升 高 ,这 种 压缩 过 程 称 为 绝 
热 压 缩 过 程 。 

若 压 缩 过 程 中 气体 放出 的 热量 能 全 部 排出 外 界 ,使 气体 压缩 前 后 的 温度 相等 ， 
这 个 过 程 称 为 等 温 压 缩 过 程 。 

实际 上 气体 在 压缩 过 程 中 ,压缩 气体 产生 的 热量 必然 有 一 部 分 排 到 外 界 , 不 能 
达到 绝热 压缩 ;同时 ,热量 也 不 可 能 全 部 排 到 外 界 而 达到 等 温 过 程 ,实际 的 压缩 过 
程 称 为 多 变 过 程 , 它 介 于 绝热 过 程 与 等 温 过 程 之 间 。 由 于 压缩 机 气缸 内 的 活塞 运 
动 速度 很 快 ,实际 的 气体 压缩 过 程 接近 绝热 压缩 过 程 。 

在 气体 的 压缩 过 程 中 ,因为 温度 过 高 会 使 润滑 油 粘 度 下 降 , 失 去 润滑 作用 ,而 
使 机 器 磨损 ,所 以 应 尽量 采用 良好 的 冷却 方案 ,以 减少 机 械 功 的 消耗 和 改善 压缩 机 
的 使 用 性 能 。 在 大 中 型 压缩 机 装置 中 ,润滑 油 需 要 进行 专门 的 冷却 ,以 使 润滑 油 既 
有 和 良好 的 润滑 性 能 ,又 能 对 摩擦 表面 起 到 冷却 作用 。 目 前 发 酵 厂 还 常 采用 水 冷 式 
空气 压缩 机 ,能 较 长 时 间 连 续 运 转 。 

压缩 后 空气 的 温度 与 被 压缩 的 程度 有 关 , 气 体 的 压缩 程度 越 大 , 则 气体 温 升 越 
高 。 绝 热 压缩 公式 为 

T, (Py 
T- (e) 
式 中 : Ti Te 28 UE Ai Bl JA A ERE KK s 
Pi、P, 一 一 空气 压缩 前 、 后 的 绝对 压强 ,Pa; 


E= A HEC K — Eeh cz 为 比 定 压 热 容 ,cv 为 比 定 容 热 容 , 空 气 的 绝 


热 指数 为 1. 4。 
考虑 到 实际 的 空气 压缩 是 多 变 过 程 ,可 用 多 变 指 数 mx (对 于 空气 可 取 1. 3) 代 
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替 绝 热 压 缩 公式 中 的 绝热 指数 K o 
如 果 将 15C 的 空气 由 1X 10* Pa 绝热 压缩 到 3x 10* Pa( 绝 压 ) ,那么 压缩 后 的 
空气 温度 为 


K- 
Ti; —T (&)' 394 K = 120'C 


如 果 压 缩 比 更 大 ,压缩 空气 的 温度 就 更 高 。 表 3-3 是 空气 初 温 为 20 C SE, fe 46 3A 
压缩 过 程 不 同 压缩 比 下 的 空气 温度 升 高 情况 。 
表 3-3 不 同 压缩 比 对 应 的 空气 温度 
压缩 比 P./P, 4.0 6.0 8.0 10.0 
绝热 压缩 气体 温度 /*C 162 216 257 292 
È: 空气 初 温 为 20'C 。 


2. 压缩 空气 的 冷却 和 加 热 


我 们 周围 的 大 气 是 干 空气 和 水 蒸气 的 混合 物 , 称 为 湿 空 气 。 湿 空气 中 单位 质 
量 干 空气 所 带 有 的 水 气质 量 称 为 空气 的 湿 含量 或 绝对 湿度 。 空 气 的 湿 含量 用 H 
表示 , 即 


湿 空气 中 水 气 的 质量 
湿 空 气 中 干 空气 的 质量 
因 气体 的 质量 等 于 气体 的 物质 的 量 乘 以 摩尔 质量 ,而 气体 混合 物 中 各 组 分 的 
物质 的 量 比 等 于 其 分 压 之 比 , 则 


M.P, M. P. Pi ] 
MP M P FT O8 p—p (3-3) 


RP: 全 一 一 空气 的 湿 含 量 ,kg/kg ( 干 空气 ); 
M, 、M 一 一 水 和 空气 的 摩尔 质量 ,M, — 18. M, — 29; 
P, 一 一 空气 中 水 蒸气 的 分 压 ,Pa; 
PP 一 一 干 空气 分 压 ,Pa; 
了 一 一 湿 空 气 总 压 ,Pa。 
在 一 定 温度 及 总 压 下 , 湿 空 气 的 水 气 分 压 P, 与 饱和 水 蒸气 压力 P, 之 比 的 百 
分 数 , 称 为 相对 湿度 g, BI 


H 


P. 
ME: 
AP: 9 一 一 空气 的 相对 湿度 百分数 ; 
忆 . 一 一 同 温度 下 水 车 气 的 饱和 蒸气 压 ,Pa。 
当 相对 湿度 9— 100 6 ,表示 湿 空 气 中 的 水 气 已 达 饱和 ,此 时 水 气 的 分 压 为 同 


X 10026 (3-4 


s 
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温度 下 的 水 的 饱和 蒸气 压 , 即 湿 空 气 中 水 气 分 压 的 最 高 值 。 空 气 湿 含量 H 表示 空 
气 中 水 气 含量 的 绝对 值 , 而 相对 湿度 p 反映 湿 空 气 吸 收 水 气 的 能 力 。 相 对 湿度 p 
随 湿 空 气 中 水 气 的 分 压 及 温度 而 变 , 其 与 空气 湿 含 量 的 关系 为 


- gP. 3- 
H0 82g (3-5) 


如 果 将 e 10096 fios ^C 8 . JE f — Ee IS n] 2s ^C tH. 不 变化 , 则 P.L 
不 变化 。 由 于 饱和 水 蒸气 压 P. 随 空气 温度 的 下 降 而 下 降 , 所 以 随 着 空气 温度 的 降 
低 , 其 相对 湿度 p 逐渐 增 大 。 当 相对 湿度 e— 100 94 ,空气 中 的 水 蒸气 已 达 饱 和 ,这 
时 的 温度 称 为 露点 。 如 果 气 体温 度 继续 下 降 ,空气 中 的 水 蒸气 开始 冷凝 成 水 ,空气 
的 相对 湿度 e 保持 为 100%, 湿 含量 五 则 开始 下 降 。 所 以 ,压缩 空气 的 冷却 过 程 
实际 上 可 分 为 等 湿 冷 却 和 减 湿 冷 却 两 个 阶段 。 

在 压缩 空气 的 等 湿 冷 却 过 程 中 ,冷却 温度 一 直 高 于 露点 , 湿 空 气 的 压力 和 温度 
发 生变 化 , 湿 含量 互 不 变 , 根 据 式 (3-5) 有 
Pa P; 
DUBIE 
XU: pp: 一 一 空气 状态 点 1、2 的 相对 湿度 ; 
Pa 、Pw 一 一 空气 状态 点 1.2 对 应 温度 的 饱和 水 蒸气 压 ,Pa; 
Pi、Ps 一 一 空气 状态 点 1,2 的 湿 空 气 总 压 ,Pa。 
根据 以 上 各 式 , 可 求 出 湿 空气 状态 变化 时 相对 湿度 和 湿 含量 等 状态 参数 的 变 
化 。 例 如 ,大 气 的 温度 为 15C ,相对 湿度 70% ,经 空 压 机 压缩 到 3X105Pa( 绝 压 ) 
后 ,温度 上 升 到 120 ,已 知 在 15C 和 120C 时 的 饱和 水 蒸气 压力 分 别 为 1710 Pa 
和 1.986X105Pa, 因 此 ,空气 压缩 后 的 相对 湿度 变 为 


(3-6) 


Po P, 1710 3x10 
9? —9p p ^T Xrgsexqs (1x19 — 0181 
该 压缩 空气 在 露点 时 的 蒸气 压 为 
go Pa 0. 70 、3 X 105 
Pa = Pe Po = 1710 x P x PO 一 3591 Pa) 


RARESA Zi ^C BU 3 TIERA 27C. HREN 
却 到 露点 以 上 ,如 37C (饱和 蒸气 压 6276 Pa) ,不 会 有 水 析出 ,其 相对 湿度 为 


,1710., 8X 10* 
P = 9 p. p, 0. 70 X re X IX 10° 0.5722 


将 此 压缩 空气 进行 过 滤 ,可 保证 过 滤器 正常 运行 ,不 会 因 水 滴 析 出 使 过 滤 介质 
的 性 能 受到 影响 。 

空气 的 状态 随地 区 .气候 和 季节 的 变化 而 变化 。 如 果 大 气温 度 为 30"C ,相对 
湿度 为 75%, 则 在 相同 的 压缩 比 条件 下 ,空气 的 状态 参数 是 不 同 的 ,压缩 空气 在 露 
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点 的 蒸气 压 为 


€» Pi 0.75. 3X10 
Pa Po gp, Ps 4242 X C^ X Tr 


根据 温度 与 他 和 水 蒸气 压 的 关系 , 查 出 露点 为 45C 。 如 果 将 此 压缩 空气 冷却 
到 35"C ,其 相对 湿度 已 达 100% ,就 不 能 直接 将 空气 通信 过 滤器 ,否则 会 因 水 的 析 
出 打 湿 过 滤 介质 ,影响 过 滤 性 能 。 

在 这 种 情况 下 ,为 了 使 压缩 空气 的 相对 湿度 低 于 100% ,可 采用 先 将 空气 冷却 
至 低 于 露点 ,经 析出 水 分 之 后 再 加 热 至 一 定 温度 的 方法 。 例 如 将 空气 先 冷 却 到 
30'C (饱和 蒸气 压 4242 Pa) ,经 析出 水 分 之 后 再 加 热 至 40C (饱和 蒸气 压 7376 Pa), 
在 该 过 程 中 气体 压力 变化 较 小 , 则 其 相对 湿度 为 


Ps P, 4242 ., 3 X 105 
$& —*p p, ne axo — 09791 


这 就 使 得 空气 过 滤 介 质 不 被 打 湿 , 保 证 过 滤器 的 正常 运行 。 


9544 (Pa) 


3.3.3 典型 空气 预 处 理 流 程 及 分 析 


随地 区 的 不 同 ,空气 的 状态 是 不 同 的 ,如 北方 的 空气 干燥 ,相对 湿度 低 , 江 南 的 
空气 潮湿 ,相对 湿度 大 。 流 程 的 制定 要 考虑 到 地 区 的 气候 条 件 , 即 使 采用 同一 个 流 
程 ,其 操作 条 件 也 应 随 季节 的 变化 而 适当 调节 。 


1. 一 级 压缩 .二 级 冷却 .加热 预 处 理 流程 


如 前 所 述 的 一 级 压缩 、 二 级 冷却 ,一 级 加 热 除 菌 流程 (图 3-3) 是 一 个 比较 完善 
的 空气 预 处 理 流 程 ,可 适应 各 种 气候 条 件 ,能 充分 地 分 离 空气 中 含有 的 水 分 。 该 流 
程 的 特点 是 压缩 后 的 空气 经 两 次 冷却 ,两 次 分 离 水 雾 和 油 雾 .适当 加 热 。 压 缩 空 气 
经 第 一 冷却 器 冷却 后 ,空气 温度 为 30 一 35" ,空气 中 混 有 的 大 部 分 水 和 油 都 已 结 
成 较 大 的 雾 滴 ,适宜 用 旋风 分 离 器 分 离 。 第 二 冷却 器 使 压缩 空气 进一步 冷却 至 20 
—25'C ,同时 析出 较 小 的 水 雾 和 油 雾 ,适宜 采用 丝 网 分 离 器 分 离 。 若 采用 低温 的 地 
下 水 冷却 空气 ,可 采用 串联 来 减少 冷却 水 用 量 。 除 去 水 分 的 压缩 空气 的 相对 湿度 
J 100% ,为 避免 打 湿 过 滤 介质 ,保证 过 滤器 的 正常 过 滤 效 率 , 需 用 加 热 器 使 压缩 
空气 的 温度 升 高 至 30 一 35C 左 右 , 降 低空 气 的 相对 湿度 至 50% — 60 2/6 ,能 否 达 到 
这 样 的 相对 湿度 ,应 进行 计算 。 

某 空气 除 菌 预 处 理 流程 ,空气 经 压缩 机 压缩 后 压力 为 3X105 Pa( 绝 压 ) ,要 求 
空气 加 热 到 35C 时 相对 湿度 达 60%, 问 第 二 级 冷却 器 应 至 少 把 空气 冷却 到 多 少 
度 ? (假定 冷却 后 空气 中 水 雾 全 部 分 离 ) 
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查 水 的 饱和 蒸气 压 表 得 知 ,35C 时 水 的 饱和 蒸气 压 为 5624 Pa, 加 热 前 后 空气 
湿 含量 不 发 生变 化 ,根据 式 (3-5) 有 


P. P. 
0. 622 £i 0. 622 f: 
Pı 一 和 Pu P; 一 PP。 
加 热 前 后 空气 压力 不 变 ,P = P. , 则 
Qı Pa = gP 


gı — 100%, Pa = (Pa = 0.6 X 5624 = 3374 (Pa) 
查 水 的 饱和 蒸气 压 表 知 ,26C 水 的 饱和 蒸气 压 接 近 3374 Pa, 第 二 级 冷却 至 少 
应 把 空气 冷却 到 26C., 
这 个 流程 尤其 适用 于 空气 相对 湿度 大 的 潮湿 地 区 ,如 我 国 的 江南 地 区 。 其 他 
地 区 可 根据 气候 条 件 对 流程 中 的 设备 作 适 当 的 增 减 。 


2. 一 级 压缩 .一 级 冷却 预 处 理 流程 


对 于 气候 很 干燥 的 地 区 ,压缩 机 吸入 的 空气 湿 含 量 很 小 ,采用 两 级 冷却 分 水 流 
程 时 ,分 不 出 水 来 ,此 时 流程 可 以 简化 ,省 去 两 级 水 分 分 离 器 、 第 二 级 冷却 器 和 加 热 
器 ,只 用 第 一 级 冷却 器 。 一 级 压缩 .一 级 冷却 空气 预 处 理 流程 如 图 3-8 所 示 。 压 缩 
空气 只 经 一 步 冷 却 器 冷却 至 空气 的 露点 以 上 ,如 35 —40"C ,空气 的 相对 湿度 控制 
在 5024 — 6074 ,直接 进行 空气 的 过 滤 。 这 个 流程 的 特点 是 可 以 节约 大 量 冷 却 水 和 
加 热 蒸汽 。 


图 3-8 一 级 压缩 .一 级 冷却 空气 预 处 理 流程 


1 一 粗 过 滤器 ; 2 一 压缩 机 ; 3—T- E; 4 一 冷却 器 ; 5 一 旋风 分 离 器 ; 6 一 过 滤器 


下 面 讨 论 能 适用 该 流程 的 气候 条 件 。 设 空气 压缩 前 的 温度 为 Ti ,对 应 的 水 的 
WARTE Pa ,相对 湿度 为 gi ,空气 经 压缩 机 压缩 至 3X105 Pa( 绝 压 ) ,进入 冷 
却 器 进行 等 湿 冷 却 ,冷却 后 的 温度 为 T, 二 35C ,对 应 的 饱和 燕 气 压 Ps — 5624 Pa, 
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相对 湿度 pe =50% ,忽略 压缩 空气 经 过 贮 镀 、 冷 却 器 及 其 连接 管 路 的 压力 降 , 根 据 
式 (3-5) 和 式 (3-6), 有 
1 


mwmP。 = puPs E = 0.5 X 5624X L = 937 (Pa) 
P: E: 


基本 满足 上 式 的 典型 空气 状态 为 ， 

T,— 9C, Pa=1148 Pa, q—80X 

Ti=12C, P,—1402Pa, gı=65% 

T,—15', Pa=1705 Pa, gı=55% 

T=20C, Pa=2338 Pa, q —40X 

T=25C, Pa=3167 Pa, gi=29% 

由 此 可 见 ,一 级 压缩 一 级 冷却 空气 预 处 理 流程 适用 于 内 陆 气 候 干 燥 的 地 区 ， 

如 我 国 的 西北 和 东北 地 区 。 值 得 注意 的 是 ,只 有 采用 涡轮 式 空气 压缩 机 或 无 油 润 
滑 的 情况 下 才 可 以 考虑 使 用 这 个 流程 ,否则 油 雾 也 会 把 过 滤器 污染 ,这 时 就 需 加 设 
丝 网 分 离 器 将 油 雾 分 离 。 


3. 一 级 压缩 、 一 级 冷却 , 冷 热 空气 混合 预 处 理 流程 


一 级 压缩 一 级 冷却 , 冷 热 空 气 混合 预 处 理 流程 如 图 3-9 所 示 。 空 气压 缩 后 分 
为 两 部 分 ,一 部 分 压缩 空气 经 冷却 器 冷却 至 较 低 温度 ,如 20 ~ 25°C ,其 相对 湿度 
100% ,经 分 离 器 分 离 掉 水 雾 和 油 雾 ,然后 与 男 一 部 分 未 冷却 的 高 温 压缩 空气 混合 ， 
使 混合 后 的 空气 状态 为 相对 湿度 50% 一 60%% ,温度 30—35"C ,然后 进行 空气 过 滤 。 
该 流程 的 特点 是 省 去 第 二 级 冷却 器 及 空气 加 热 设备 , 冷 却 水 用 量 少 ,流程 比较 简 
单 ,节约 能 源 。 

采用 这 个 流程 时 ,要 进行 物料 平衡 计算 ,合理 控制 冷 热 压缩 空气 的 比例 ,并 随 


图 3-9 冷 热 空 气 直接 混合 式 预 处 理 除 菌 流程 
1 一 粗 过 滤器 ; 2 一 压缩 机 ; 3 一 贮 钠 ; 4 一 冷却 器 ; 5 一 丝 网 分 离 器 ; 6 一 过 滤器 
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气候 条 件 进行 冷 热 压缩 空气 比例 的 调节 。 

设 压 缩 机 吸入 空气 的 温度 T, —25'C ,相对 湿度 qi — 7076 ,压缩 后 的 空气 压力 
P,—AX10* Pa( 绝 压 ) ,压缩 空气 经 冷却 器 冷却 并 分 离 水 分 后 温度 T; —24'C ,相对 
湿度 mm 一 100%% , 冷 热 空气 混合 后 温度 T, —35"C ,相对 湿度 ps — 6026.25 ,24'C 
和 35 时 的 水 蒸气 饱和 蒸气 压 分 别 为 3168 Pa、2984 Pa 和 5624 Pa, 则 吸入 空气 的 
湿 含量 Hi 、H; 、 昌 ;分 别 为 


0.7 X 3168 de 

Hı = 0.622 X 了 IO 一 07x3165 ^ 0 0141 (kg( 水 蒸气 )/kg( 干 空气 )) 
E 1X2984 _ , pe 

Hs — 0.622 X — io — 2981 0. 0047 CkgCK2& ^O /kgCT 2: 40) 

H, = 0.622 x —— Q6 X 9624... 0, 0053 (kg( 水 蒸气 )/kg( 干 空气 )) 


4 X 105 — 0.6 x 5624 
设 未 处 理 的 空气 量 为 Y, 则 
HiY+ H: — Y) = H; 
0.0141 Y + 0.0047(1 — Y) = 0. 0053 
Y = 0.064 
即 压缩 后 不 处 理 的 空气 量 为 6. 495 ,冷却 除 水 的 空气 量 为 93.6%。 


3.4 空气 过 滤 设 计 


目前 好 和 氧 发 酵 工 厂 常 采用 的 空气 过 滤 除 菌 流程 如 图 3-10 所 示 。 


压缩 空气 一 -=| 总 过 滤器 ”=| 预 过 滤器 一 -=| ”分 ( 精 ) 过 滤器 e 无 菌 压缩 空气 


| | 


ar op senem | AREETA 


图 3-10 好 和 氧 发 酵 厂 经 常 采用 的 空气 过 滤 除 菌 流程 
总 过 滤器 安装 在 无 菌 空气 制备 车 间 , 预 过 滤器 、 精 过 滤器 和 蒸汽 过 滤器 安装 在 
3.4.1 过 滤 介质 


空气 过 滤 使 用 的 过 滤 介 质 , 按 其 孔径 大 小 可 分 为 两 类 , 即 绝对 过 滤 介质 和 深层 
过 滤 介质 。 
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1. 绝对 过 滤 介 质 


绝对 过 滤 介 质 的 孔隙 小 于 被 拦截 的 微生物 大 小 , 当空 气 通过 时 微生物 被 阻 留 
在 介质 的 一 侧 。 绝 对 过 滤 介 质 的 材质 有 聚 偏 氟 乙 烯 (polyvinyldifluoride, PVDF) 
和 聚 四 气 乙 烯 (polytetrafluoroethylene，PTFE)、 聚 乙烯 醇 (PVA)、 超 细 硼 硅 纤 

由 聚 四 气 乙 烯 做 成 多 孔 的 牙 水 膜 片 目 前 常用 作 空气 分 过 滤器 的 过 滤 介 质 , 其 
孔径 在 0.22 pm 以 下 四 。 之 所 以 采用 牙 水 材料 制造 无 菌 空气 过 滤 膜 ,是 因为 当空 
气 中 混 有 少量 液 滴 时 , 琉 水 膜 不 会 被 水 浸 湿 而 影响 过 滤 除 菌 的 效果 。 聚 四 氟 乙 烯 
膜 过 滤器 已 经 被 做 成 标准 的 折 秋 组件。 聚 四 氢 乙 烯 膜 能 耐 高 温 灭 菌 ,还 具有 孔径 
小 .阻力 小 \` 流 量 大 、 玻 水 性 好 的 特点 。 国 产 聚 四 氟 乙 烯 滤 膜 作为 压缩 空气 精 过 滤 
器 的 过 滤 介质 时 ,可 在 121—125 "C È [RI Zi TCI RE 30 min, 可 反复 使 用 160 K, 

将 聚 乙烯 醇 (PVA) 与 甲醛 缩合 , 制 成 多 孔 的 聚 乙烯 醇 缩 甲醛 树脂 ,经 处 理 制 
成 孔径 小 于 0. 3 pm 的 滤 膜 。 这 种 材料 除 菌 效果 好 、 阻 力 小 、 耐 蒸汽 灭 菌 、 耐 受 酸 、 
碱 和 多 种 有 机 溶 媒 。 由 于 孔隙 小 于 微生物 ,即使 空气 中 有 液 滴 也 不 影响 其 除 菌 
效率 。 

绝对 过 滤 介质 常 作 为 精 过 滤器 的 过 滤 介 质 对 空气 进行 最 后 的 无 菌 过 滤 。 为 了 
延长 绝对 过 滤 介质 的 使 用 寿命 ,要 求 空 气 经 过 总 过 滤器 后 ,再 通过 预 过 滤器 除去 稍 
大 的 颗粒 ,最 后 通过 精 过 滤器 获得 无 菌 空气 。 


2. 深层 过 滤 介质 


深层 过 滤 介质 的 孔隙 大 于 被 阻隔 的 微生物 ,为 了 达到 所 需 的 除 菌 效果 ,介质 必 
须 有 一 定 的 厚度 ,因此 称 为 深层 过 滤 介 质 。 深 层 过 滤 介 质 又 分 成 两 类 ,第 一 类 如 棉 
花 纤 维 .玻璃 纤维 、 合 成 纤维 和 颗粒 状 活 性 炭 等 。 在 空气 过 滤器 中 填充 一 定 的 厚 
度 , 它 们 中 间 的 空隙 为 20 一 50 nm。 第 二 类 是 将 过 滤 材料 制 成 纸 、 板 或 管状 ,如 超 
细 玻 璃 纤维 滤纸 、 金 属 烧 结 板 等 。 这 些 材 料 的 除 菌 效 率 较 高 ,无 需 装 填 得 很 厚 。 如 
用 超 细 玻 璃 纤维 纸 时 只 需 几 张 ,用 石棉 纸浆 滤 板 时 只 需 一 层 。 

棉花 纤维 一 般 直径 为 16 一 21 ym, 其 实 密度 1520 kg/m? ,常用 的 是 未 经 脱脂 的 
棉花 (脱脂 棉花 易于 吸水 而 使 体积 变 小 ) , 压 紧 后 仍 有 弹性 。 装 填 时 要 分 层 均 匀 铺 
砌 ,最 后 要 压 紧 ,装填 密度 达到 130 一 150 kg/m .填充 率 8.5%~10% 为 好 。 活性炭 
有 非常 大 的 表面 积 ,通过 表面 物理 吸附 作用 而 吸附 微生物 。 一 般 采 用 直径 3 mm K 
5 一 10 mm 的 圆柱 状 活性 炭 , 实 密度 1140 kg/m? ,填充 密度 470 一 530 kg/m? ,其 间 
隙 很 大 ,因此 阻力 小 , 仅 为 棉花 的 1/12, 但 它 的 过 滤 效 率 比 棉花 要 低 得 多 。 对 过 滤 
器 用 的 活性 炭 要 求 质地 较 坚 硬 不 易 被 压 碎 、 颗 粒 均匀 。 颗 粒状 活性 炭 不 单独 作为 
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过 滤 介 质 , 常 是 夹 装 在 两 层 纤 维 状 介质 层 中 使 用 ,以 降低 滤 层 阻力 , 它 的 用 量 约 为 
整个 过 滤 层 的 1/3 一 1/2。 图 3-11 是 纤维 深层 空气 过 滤器 的 示意 图 , 它 是 圆 简 形容 
器 ,内 有 两 层 多 孔 板 ,将 过 滤 介质 压 紧 并 固定 。 
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图 3-11 介质 层 过 滤器 图 3-12 超 细 玻 璃 纤维 纸 过 滤器 


棉花 纤维 活性 炭 过 滤器 是 沿用 多 年 的 空气 过 滤 装置 ,多 数 厂 家 常 以 它 用 作 总 
过 滤器 ,对 压缩 空气 进行 粗 过 滤 。 这 种 过 滤器 装填 后 需 经 灭 菌 、 吹 干 之 后 检查 达到 
无 菌 程度 之 后 才能 使 用 。 一 般 每 半年 更 换 介质 ,重新 装填 一 次 。 棉 花 纤 维 活 性 炭 
过 滤器 有 不 少 弊端 ,如 过 滤 阻 力 大 、 装 填 介 质 时 易 装 填 不 匀 造 成 空气 走 短路 、 消 毒 
灭 菌 后 吹 干 时 棉花 易 烤 焦 等 ,目前 国内 发 酵 行业 使 用 这 种 过 滤器 的 厂家 数量 逐年 
减少 。 

玻璃 纤维 一 般 直径 为 8 一 19 pm 不 等 ,纤维 直径 小 一 些 的 过 滤 效 率 好 ,但 纤维 
直径 越 小 ,其 强度 越 低 ,很 容易 折断 而 造成 堵塞 , 增 大 阻力 。 因 此 ,玻璃 纤维 的 填充 
系数 不 宜 太 大 ,一 般 采 用 604 — 10 26 , 它 的 阻力 损失 一 般 比 棉花 小 。 

超 细 玻 璃 纤维 直径 只 有 1 一 1.5 pm。 由 于 其 直径 小 , 故 不 宜 散 装 充填 ,而 采用 
造纸 的 方法 做 成 0.25 一 1 mm 厚 的 纤维 纸 . 它 所 形成 的 网 格 的 空隙 约 为 0.5 一 5 pm， 
比 棉花 小 10—15 倍 , 因 此 它 有 较 高 的 过 滤 效率 ,同时 阻力 较 小 。 当 空气 流速 为 
0. 02 m/s 时 ,一 层 0. 25 mm 的 超 细 玻 璃 纤维 纸 对 0. 3 pm 的 微粒 的 过 滤 效率 达 
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99.99% ,空气 压力 损失 约 3 mm 水 柱 。 但 是 , 超 细 玻 璃 纤维 滤纸 由 于 纤维 短 细 , 其 
强度 差 ,容易 受 空气 冲击 而 破坏 ,特别 是 受潮 湿 以 后 ,纤维 松散 、 强 度 大 大 下 降 、 过 
滤 效 率 也 降低 。 常 采用 加 入 木 浆 纤 维 、 或 用 酚醛 树脂 等 增 蔬 剂 \ 疏 水 剂 处 理 的 方 
法 ,增加 纤维 纸 的 强度 和 防水 性 能 。 图 3-12 是 超 细 玻璃 纤维 纸 过 滤器 的 一 种 形 
式 , 它 利用 两 片 多 孔 板 将 几 张 超 细 玻璃 纤维 纸 夹 紧 后 进行 空气 的 无 菌 过 滤 , 作 为 分 
过 滤器 使 用 ,具有 很 高 的 除 菌 效率 和 较 低 的 阻力 损失 。 

日 本 大 和 理 研 工业 株式 会 社 研制 生产 的 一 种 无 碱 超 细 玻 璃 纤维 滤 片 (ND 过 
滤 片 ) 于 20 世纪 末 开 始 引 进 国内 ,在 发 酵 工 业 的 大 中 型 企业 使 用 。ND 滤 片 是 璇 
水 性 材料 ,经 蒸汽 灭 菌 处 理 后 不 变形 .不 吸水 、 易 吹 干 ,不 像 棉 花 那样 需 长 时 间 烤 
干 。 随 后 ,国内 某 些 厂家 研制 了 类 似 的 超 细 玻璃 纤维 过 滤器 , 称 为 LB 玻璃 纤维 过 
滤 片 。 只 要 将 原 有 的 棉花 活性 炭 总 过 滤器 的 简体 稍 作 改动 ,装填 上 这 种 过 滤 片 , 即 
可 改装 成 装填 多 片 ND 滤 片 的 过 滤器 或 LB 滤 片 过 滤器 。 生 产 实 验证 明 ,ND 滤 片 
过 滤器 或 LB 滤 片 过 滤器 除 菌 效 果 好 、 对 空气 的 通 透 性 好 、 压 力 降 小 .装填 方便 、 使 
Hie, 

烧结 材料 过 滤 介 质 种 类 很 多 ,有 烧结 金属 .烧结 陶瓷 .烧结 塑料 等 。 制 造 时 用 
这 些 材料 的 微粒 粉末 加 压 成 型 后 ,处 于 熔点 温度 下 粘 结 固定 ,但 只 是 粉末 表面 熔融 
粘 结 而 保持 粒子 的 空间 和 间隙 ,形成 了 微 孔 通道 ,具有 微 孔 过 滤 的 作用 。 这 种 过 滤 
介质 可 做 成 滤 板 或 无 颖 圆柱 式 的 ,一 般 孔 隙 都 在 几 微米 到 几 十 微米 之 间 品 。 

多 孔 烧 结 金属 过 滤 介质 过 滤 精度 高 ,可 滤 除 0. 3 pm 以 上 的 微粒 ,同时 ,过 滤 精 
度 不 因 空气 质量 变化 (如 温度 ,流速 等 ) 而 变化 ,具有 对 腐蚀 良好 的 抵抗 性 ,压力 损 
AN IBPAEU 。 目 前 发 酵 工业 上 常 将 金属 烧结 过 滤器 安装 在 空气 分 过 滤器 之 前 
作为 预 过 滤器 上 。 


3.4.2 空气 过 滤 除 菌 机 理 


纤维 深层 过 滤 介质 形成 的 网 格 孔 阶 要 大 于 空气 中 的 微粒 尺寸 ,如 棉花 纤维 形 
成 网 格 的 孔隙 为 20 一 50 ym, 超 细 玻 璃 纤维 所 形成 的 网 格 的 空 阶 约 为 0.5 一 5 ym, 
而 空气 中 的 尘埃 颗粒 为 0.5 一 2 um, 空气 中 多 数 细菌 为 0. 3 一 2. 0 ym。 空气 中 的 微 
粒 随 气流 通过 滤 层 时 , 滤 层 纤维 所 形成 的 网 格 阻碍 气流 前 进 ,使 气流 流动 速度 和 流 
动 方向 出 现 多 次 改变 , 绕 过 纤维 前 进 ,而 空气 中 的 征 粒 则 因 惯 性 冲撞 .阻拦 .布朗 扩 
散 、 重 力 沉降 、 静 电 吸引 等 作用 而 滞留 在 纤维 表面 上 。 


1. 惯性 冲撞 滞留 作用 机 理 
空气 中 的 微生物 等 颗粒 随 气流 以 一 定 的 速度 向 着 纤维 垂直 运动 时 ,空气 受阻 
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即 改 变 运 动 方向 , 绕 过 纤维 前 进 ,而 微生物 等 颗粒 因 具 有 一 定 的 质量 ,由 于 惯性 的 
作用 不 能 及 时 改变 运动 方向 , 便 冲 向 纤维 表面 ,由 于 摩擦 粘 附 ,微生物 等 微粒 就 湾 
留 在 纤维 表面 。 图 3-13 是 惯性 冲撞 滞留 微粒 作用 的 示意 图 。 在 气流 宽度 5 以 内 
的 微粒 由 于 惯性 作用 与 纤维 碰撞 被 滞留 , 因 滤 层 内 有 多 根 纤 维 随 机 排列 ,所 以 有 惯 
性 冲撞 滞留 除 菌 作用 。 

纤维 能 滞留 微粒 的 宽度 区 间 b 与 纤维 直径 
di 之 比 , 称 为 单 纤维 的 惯性 冲撞 捕 集 效率 m : 


? 一 下 

纤维 滞留 微粒 的 宽度 "的 大 小 由 微粒 的 运 

动 惯性 来 决定 。 微 粒 的 运动 惯性 越 大 , 它 受 气 

流 改 变 方向 的 干扰 越 小 ,b 值 就 越 大 。 同 时 , 实 

践 证 明 ,n 是 微粒 惯性 力 的 无 量 纲 参数 o hY eR 

数 ,而 9 与 纤维 直径 、 微 粒 直径 、 微 粒 运动 速度 
有 关 , 即 


m = fi» 
* 2 
€ "e (3-7) 图 3-13 惯性 冲撞 滞留 微 粕 的 示意 图 


di 一 纤维 直径 ; d, 一 微粒 直径 ; 5 一 气流 宽度 
RP: c 一 修正 系数 i 


0» 一 一 微粒 密度 ,kg/m2 s 

ds 一 一 微粒 直径 ,m; 

v 一 一 微粒 流速 (气流 速度 ) ,m/s; 

4 一 一 空气 粘度 ,kg/(s* m); 

di 一 一 纤维 直径 ,m。 

空气 流速 v 是 影响 惯性 冲撞 捕 集 效率 p 的 重要 参数 。 改 变 气 流 的 流速 就 是 

改变 微粒 的 运动 惯性 力 , 当 气流 速度 下 降 时 ,微粒 的 运动 速度 随 着 下 降 , 微 粒 的 惯 
性 力 减 小 ,微粒 脱离 主导 气流 的 可 能 性 减少 ,纤维 滞留 微粒 的 宽度 5 减少 ,惯性 冲 
撞 捕 集 效 率 下 降 。 气 流速 度 下 降 到 微粒 的 惯性 力 不 足 以 使 微粒 脱离 主导 气流 对 纤 
维 产 生 碰 撞 时 ,微粒 也 随 气流 改变 运动 方向 绕 过 纤维 前 进 , 即 5 = 0 时 ,惯性 力 无 
量 纲 参 数 pg 二 1/16, 纤 维 的 惯性 碰撞 滞留 效率 等 于 零 , 这 时 的 气流 速度 称 为 惯性 碰 
撞 的 临界 流速 v.。w. 与 纤维 直径 、 微 粒 直径 、 微 粒 密度 的 关系 为 


d 
ve = 1.125 #55 (3-8) 
cpods 


临界 流速 we 的 值 随 纤维 直径 和 微粒 直径 而 变化 ,图 3-14 表示 纤维 直径 dt 和 微粒 
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直径 ds, 对 临界 流速 v. 的 影响 。 当 气流 速度 低 于 临界 流速 时 ,微粒 的 惯性 冲撞 捕 集 
效率 可 忽略 不 计 。 


Ve /(cm/s) 


107 
0 1 2 3 4 5 


dp/ um 


图 3-14 纤维 直径 和 微粒 直径 对 惯性 冲撞 临界 流速 的 影响 


当 气 流速 度 较 大 时 ,颗粒 的 惯性 冲撞 捕 集 效率 p 应 加 以 考虑 ,mn 可 按 下 式 计 算 : 


h = 0.075 VZS (3-9) 
2 
S = mE (3-10) 
f 


式 中 : St 一 一 Stokes 数 。 
2. 拦截 滞留 作用 机 理 


细菌 等 微粒 的 质量 小 , 紧 随 空气 流 的 流 线 前 进 ,当空 气流 线 中 所 携带 的 细菌 等 
颗粒 和 纤维 接触 而 被 捕 集 时 , 称 为 拦截 或 阻截 。 截 留 微粒 的 捕 集 效率 几乎 完全 取 
决 于 微粒 的 直径 ,和 气流 速度 关系 不 大 。 微 粒 流 线 与 单 纤维 介质 的 距离 为 

d, 


SS 一 一 


2 
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当 ;> 学时 ,微粒 与 纤维 不 碰 接 ,被 气流 带 走 ; 当 sn e , ORL ATA RH TT 


被 截留 。 
纤维 对 微粒 的 拦截 捕 集 效率 用 m 表示 。 拦 截 滞留 作用 对 微粒 的 捕 集 效率 与 
气流 的 雷 OO a A e ao ANA: 


[211-0 a - aH (G-1D 
In Re) 


R= m rix] 


A: R ane E 


dip. 
u 


式 (3-11) 虽 然 不 能 完善 地 反映 各 参数 变化 过 程 纤维 拦截 滞留 微粒 的 规律 ,但 
对 气流 速度 o 等 于 和 小 于 气流 临界 流速 v. 时 计算 得 到 的 单 纤 维 拦截 滞留 微粒 的 
效率 是 比较 接近 实际 的 。 


3. 布朗 扩散 作用 机 理 


微小 的 颗粒 受到 空气 分 子 的 碰撞 ,发 生 布朗 扩散 运动 。 由 于 布朗 扩散 运动 , 微 
小 的 颗粒 与 纤维 介质 相 撞 而 被 捕 集 。 布 朗 扩 散 对 微粒 的 捕 集 效率 用 p 表示 。 颗 
粒 直径 越 小 ,气流 速度 越 小 ,扩散 捕 集 效率 越 高 ;反之 则 小 。 设 微粒 扩散 运动 的 最 
大 位 置 移动 距离 为 2zo, 则 离 纤 维 22, 范围 内 气流 中 的 微粒 都 可 能 会 因 布 朗 扩 散 
运动 与 纤维 接触 ,滞留 在 纤维 上 。 布 朗 扩散 捕 集 效率 可 用 拦截 捕 集 效率 的 经 验 公 
式 计算 ,但 其 中 用 微粒 扩散 运动 距离 2zo 代 替 微 粒 的 直径 dp , 即 


1 2zo 2zo | 220 1 
"h = *(.00—1 Re z (1 di Ji (i^ z) 人 a ) Zn 
Ez 
f 


(3-12) 
式 中 
22s 2(2.00 — In Re) Day 13 
" x E 
E [ 12 2d ] (3-13) 
其 中 
_ kT 
Dm = Syd; 


AP: Dav 一 一 微粒 扩散 系数 ; 
一 一 玻 耳 兹 曼 常 数 ,& 二 1. 38X10 23J/K; 
T 一 一 热力 学 温度 ; 
c 一 一 修正 系数 。 
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4. 静电 吸附 作用 机 理 


干 空气 流通 过 介质 滤 层 时 , 因 运 动 摩擦 作用 会 产生 诱导 电荷 ,纤维 和 树脂 处 理 
过 的 纤维 ,尤其 是 一 些 合成 纤维 表面 产生 电荷 更 为 显著 。 悬 浮 在 空气 中 的 微生物 
微粒 大 多 带 有 不 同 的 电荷 ,例如 枯草 芽孢 杆菌 约 有 20% 带 正 电荷 ,15% 带 负电 荷 ， 
其 余 为 电 中 性 。 与 不 带电 荷 的 微粒 相 比 ,带电 荷 的 微粒 因 与 过 滤 介 质 产生 静电 吸 
引 作用 而 更 容易 被 捕 集 。 但 至 目前 尚未 有 定量 数据 。 


5. 重力 沉降 作用 机 理 


当 颗 粒 所 受 的 重力 大 于 气流 对 它 的 拖带 力 时 ,颗粒 就 容易 沉降 。 就 单一 的 重 
力 沉降 作用 而 言 , 大 颗粒 比 小 颗粒 的 沉降 作用 显著 , 当 气 流速 度 很 低 时 ,小 颗粒 才 
有 沉降 作用 。 

在 空气 的 过 滤 除 菌 中 ,以 上 的 几 种 机 理 对 微粒 的 捕 集 效率 随 着 参数 变化 有 着 
复杂 的 关系 ,目前 还 不 能 进行 准确 的 理论 计算 。 一 般 认 为 惯性 冲撞 ,拦截 和 布朗 扩 
散 运动 对 微粒 的 捕 集 效率 较 高 ,而 静电 吸附 和 重力 沉降 对 微粒 的 捕 集 效率 较 小 。 
图 3-15 表示 惯性 冲撞 、 拦 截 和 布朗 扩散 对 微粒 的 捕 集 工作 原理 。 


第 一 阶段 第 二 阶段 第 三 阶段 
SS 


Fg 3-15 惯性 冲撞 、 拦 截 和 布朗 扩散 对 微粒 的 捕 集 工作 原理 


若 假 定 惯性 冲撞 、 拦 截 和 布朗 扩散 对 微粒 的 捕 集 效率 moe og 彼此 互 不 影 
响 , 则 单 纤 维 对 微粒 的 总 捕 集 效率 nm 为 
7o = Mm edm (3-145 


3.4.3 空气 过 滤器 设计 


1. 对 数 穿 透 定律 
设 过 滤 前 空气 中 含有 的 微粒 数 为 Ni ,过 滤 后 空气 中 残留 的 微粒 数 为 N: , 则 微 
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粒 通过 滤 层 的 穿 透 率 p 为 
pi (3-15) 
滤 层 除 菌 效率 7 为 


1—p (3-16) 


例如 ,过 滤 前 空气 中 含有 的 微粒 数 为 6000 个 /mi , 滤 层 通风 量 为 15 m/min， 
发 酵 周 期 100 h, 要 求 分 批发 醇 每 千 钠 只 允许 有 一 个 杂 菌 通过 过 滤 层 , 即 NS 一 10“， 
WW VE SG pH 
10^? 


P — $000 X 60 X 15 X 100 

研究 空气 过 滤器 的 过 滤 规 律 时 ,假定 过 滤器 中 每 一 根 纤 维 介质 周围 的 空气 流 

态 不 因 其 他 临近 纤维 的 存在 而 受 影响 ;空气 中 的 微粒 与 纤维 表面 接触 后 即 被 吸附 ， 

不 再 被 空气 流 带 走 ; 过 滤器 的 过 滤 效 率 与 空气 中 的 微粒 浓度 无 关 ; 空 气 中 的 微粒 在 

滤 层 中 均匀 减 递 。 则 空气 通过 单位 滤 层 厚度 的 微粒 浓度 下 降 与 空气 中 的 微粒 浓度 
成 正比 


= 1.85 X 107” 


-daN - , 
q EN (3-17) 


stb. DN 一 -单位 波导 除去 的 微粒 数 ,个 /cmi 


NN 一 一 进入 单位 滤 层 的 空气 中 的 微粒 数 , 个 ; 
KK 一 一 过 滤 常 数 ,cm !。 
将 式 (3-17) 积 分 : 


Eu ms 
UN —K , d 
得 
N: No 7 H 
InN — KL 或 lg N 一 K'L (3-18) 


式 (3-18) 称 为 对 数 穿 透 定律 , 它 表示 进入 滤 层 的 微粒 数 与 穿 透 滤 层 的 微粒 数 
之 比 的 对 数 是 滤 层 厚度 的 函数 。K 值 的 大 小 与 很 多 因素 有 关 , 如 空气 流速 ,纤维 
的 种 类 纤维 直径 、 纤 维 的 填充 密度 、 空 气 中 微粒 的 大 小 等 。 可 以 选择 特定 的 条 件 ， 
通过 实验 求 得 K 值 。 如 棉花 纤维 的 直径 为 16 ym, 填充 系 数 为 8% 的 条 件 下 , 测 得 
的 KRUK 3-4 所 示 。 
表 3-4 填充 系数 为 8% 的 16 pm 棉花 纤维 的 K' 值 
空气 流速 v/ (m/s) 0.05 0.10 0.50 1.0 2.0 3.0 
K'/ em! 0.193 0.135 0.1 0. 195 1.32 2.55 
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当 采 用 经 糠 醛 树脂 处 理 过 的 直径 为 14 pm 的 玻璃 纤维 时 ,以 枯草 杆菌 实验 时 ， 
测 得 的 K 如 表 3-5 所 示 。 
X35 14 hm 玻璃 纤维 的 K' 值 
空气 流速 v/(m/s) 0.03 0.15 0.30 0.92 1.52 3.15 
K'/cm^! 0. 567 0.252 0. 193 0. 394 1.50 6.05 


由 于 KK( 或 K') 值 的 大 小 随 很 多 因素 的 变化 而 变化 ,有 时 实验 有 一 定 的 局 限 
性 ,因此 也 可 以 通过 上 面 分 析 的 单 纤维 捕 集 效率 ,通过 参数 关系 来 计算 K GX KO 
值 。K 值 的 计算 可 采用 下 面 的 经 验 公 式 


K = da E LS 
ndi (1 — a) 
RP: a 一 一 纤维 填充 率 ,0<a<1。 
当 纤 维 直 径 较 小 ,填充 密度 较 大 , 滤 层 较 薄 时 ,用 式 (3-19) 计 算 的 K 值 是 比较 
符合 实际 的 ;但 对 滤 层 较 厚 时 ,K 值 的 计算 误差 就 大 一 些 。 
为 了 实验 和 计算 的 方便 ,可 以 采用 过 滤 效 率 为 0.9 时 作为 设计 计算 对 比 基 准 : 
N, — N; N, 


(3-19) 


m= 
即 
A) 
-| =1—0.9=0.] 
(Se 90 
则 
N: ! 
(à). lg 0.1 ! KL 
将 式 (3-18) 与 上 式 相 比 ,得 
N: 
le Ñ, -KL L 
(A) —KLs Lo 
Ni 90 
即 
N 
NT. 
(3-20) 
jp T=. D: 
N: Lo 


53x G-18 ERT Wo. K'=1/Lo o 3x nT VAENE J W A K Jet EOS Jg 90% 
T3 a E AEE (I (8|. KRK Loth Z K' 越 小 ,Low 越 大 。 采 用 16 pm 的 
玻璃 纤维 为 过 滤 介质 时 ,用 枯草 芽 抱 杆菌 作 实验 测 得 的 Lw 数 据 如 表 3-6 所 示 。 
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当空 气 通过 厚度 小 于 4 cm 的 薄 层 纤维 进行 过 滤 时 ,对 数 穿 透 定律 是 正确 的 ; 
但 对 于 厚 层 纤维 过 滤 而 言 ,因为 存在 微粒 的 纵向 分 布 问题 ,对 数 穿 透 定律 不 完全 适 
用 。 但 目前 厚 层 纤维 过 滤 也 采用 上 述 的 计算 方法 。 


表 3-6 直径 16 pm 玻璃 纤维 的 Loo E 


空气 流速 v/(m/s) 0.03 0.15 0. 30 1.52 3.05 
Ly /cm 4.05 8. 50 11.70 1.53 0.38 
2. 过 滤 压力 降 


压缩 空气 通过 滤 层 时 ,与 过 滤 介 质 的 摩擦 作用 引起 的 压力 降 是 一 种 能 量 损失 ， 
压力 降 用 AP RR., AP 值 的 大 小 随 滤 层 厚度 、 空 气流 速 , 过 滤 介 质 的 性 质 以 及 填 
充 情 况 而 变化 ,可 用 如 下 的 经 验 公式 计算 : 
AP = cL Iren (3-21) 
AP: AP 一 一 过 滤 层 的 压力 降 ,Pa; 
L 一 一 过 滤 层 厚度 ,my 
p — 88 UE kg/m? 
wa 一 一 过 滤 介质 填充 率 ， 
d ZARINI m/s o— 1 o OS EIE EZ HL 28 ACE m/s; 
dt 一 一 纤维 直径 ,m; 
m 一 一 实验 指数 (棉花 纤维 1. 45,19 ym 玻璃 纤维 1. 35,8 pm 玻璃 纤维 1. 55); 
人 一 一 阻力 系数 (是 雷诺 数 的 函数 ), 当 以 棉花 纤维 为 过 滤 介 质 时 ,c 守 100/Re， 
当 以 玻璃 纤维 为 过 滤 介质 时 ，cs:52/Re。 
在 相同 的 气流 雷诺 数 下 ,空气 通过 玻璃 纤维 的 压力 降 比 棉花 纤维 的 要 小 。 
要 评价 一 种 过 滤 介 质 是 否 优越 ,主要 是 看 其 过 滤 除 菌 效率 而 了 是 到 ML 
的 函数 ,K 值 越 大 ,需要 的 工 值 则 越 小 ;同时 ,空气 通过 过 滤 介质 层 的 压 降 AP 越 
小 越 好 ,所 以 常 把 KL/AP 值 作为 综合 性 的 指标 来 评价 空气 过 滤器 的 性 能 。 


3. 空气 过 滤器 设计 计算 


【 例 3-1】 设计 一 台 通 风量 为 50 m? / min. 的 玻璃 纤维 过 滤器 ,空气 压力 为 
4 kg/cm 绝 对 压力 ,进入 过 滤器 的 空气 含 杂 菌 浓 度 为 4000 个 /mi ,发 酵 周 期 100 h, 要 
求 在 整个 发 酵 周期 内 只 允许 有 1/1000 个 微粒 通过 。 工 作 温度 30C 。 试 确定 过 滤 
介质 层 厚度 、 过 滤器 直径 和 压力 降 。 

解 : (1) 求 算 过 滤 层 厚度 LL 

选用 直径 16 um 的 玻璃 纤维 ,填充 率 a 一 8% .空气 流速 ( 空 截面 流速 )v. 采 用 
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1. 52 m/s, 按 表 3-6 查 得 Lo =1. 53 cm, W 
K' — l/Ls — 1/1. 53(cm^ 
TEX (3-18) ,过 滤 层 厚 度 为 


r3 
N, 1. oslg (sooo x x 60 X ix) 
= 1.53lg (1.2 X 10? ) — 18. 48 (cm) 
(2) 求 算 过 滤器 直径 
操作 状态 下 (P: Ve .Ts ) 的 空气 体积 流量 Vs: 由 气体 状态 方程 求 算 。 


L xli 


空气 压力 P,—1 kg/cm? —98070 Pa 
P, =4 kg/cm? — 392280 Pa 
空气 体积 流量 V; —50m? /min=0. 833 m! /s 
PTS 98070 ., 273 +30 
Wy vs P, Ti 0.833 X 305280 ” 273 十 20 


= 0. 2154 (m*/s) 


过 滤器 直径 D- -= [2502194 — 0, 425 (m) 
(3) 求 算 过 滤器 压力 损失 
按 式 (3-21) 计 算 过 滤器 压力 损失 
AP e LL Sets 
pr 


f 


穴 气 实 =» o. 152 _ £ 
空气 实际 流速 v= /sy 
空气 在 操作 状态 下 的 密度 可 由 气体 状态 方程 导出 : 
p=p 5 1.293 X 1 ij 4.67 (kg/m? 


空气 粘度 4 — 1.9 X 107Ckg * s/m?) = 18.633 X 107*(N * s/m?) 
一 6 
气流 雷诺 数 Re da 16 X 10™ X 1. 652X 4.67 _ 6.625 


18.633 x 1075 
以 玻璃 纤维 为 过 滤 介质 ,阻力 系数 为 
„52 52 _ 
ER 


2 X 4.67 X 1. 652? x 0. 08“ 


E k 
85 X 0. 1848 X s mt 


— 18896 (Pa) 
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[53-2] 设计 一 台 通 风量 20 m? /min 的 玻璃 纤维 过 滤器 ,玻璃 纤维 直径 为 
10 jm, 进入 过 滤器 的 空气 含 杂 菌 浓度 为 4000 个 /mi ,发 酵 周期 100 h, 要 求 在 整个 
发 酵 周 期 内 只 允许 有 1/1000 个 微粒 通过 。 其 他 已 知 条 件 如 下 : 

微粒 直径 。 d,—1.1 pm=1.1X107° m 

微粒 密度 p, 71000 kg/m? 

纤维 直径 di 一 10 pm=107° m 

空气 压力 P=4 kg/cm? — 392280 Pa 

空气 密度 (工作 状态 下 ) p=4.67 kg/m? 

空气 粘度  p=1.863X107° N* s/m 

修正 系数 c=1.16 

工作 温度 T=30C=303 K 

试 确定 过 滤器 介质 层 厚 度 。 

解 : 当 采 用 直径 为 10 wm 的 玻璃 纤维 为 过 滤 介 质 时 ,由 于 没有 滤 层 厚度 计算 
的 过 滤 常 数 的 实验 值 , 采 用 单 纤维 捕 集 效率 进行 计算 。 

CD 求 算 空气 的 临界 流速 ve 


由 式 (3-8) 得 
udi 1. 863 X 1075 X 105 . 
ve = 1.125 7. T L 125 X i16 x 10 x (1X 1077 010 m/s) 
此 时 ,空气 中 微粒 的 惯性 冲撞 捕 集 效率 p 可 忽略 不 计 。 
D 求 算 拦 截 捕 集 效率 p 
divep _ 105 X 0. 149 X 4. 67 
Re 1.863 x 10^ Qe 
= 
R= = = 
1 Lm | 1 
办 ni HR)In (1+R) acm rx] 


u 1 
.. 2(2.00 — In 0. 373) 


— 0.1674 X 0. 02168 — 0. 0036292 
(3) 求 算 扩 散 捕 集 效率 六 
微粒 扩散 系数 Daw 为 


cT 1.16 X 1. 38 X 10? x 303 
3upd, — 3x X1.863 X102 X I. 1 X 105 


A: R— SEHE 8 0E ER—1.38X10 75 J/K. 


u ET: EE 
[20 +0. 10 (03-0.1D AFDE c] 


Dai 2.51 X 107 (m*/s) 
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2zo 2(2.00 — In Re) Dg 33 
1.12Xx 
di [ vd, 
2(2. 00 — In 0. 373) X 2.51 X 10! 4$ 
E [^ TES 0. 149 X 10% ] 
— 0. 04830 
1 2xo 2xo 2xo 1 
= 2(2.00 — In Re) «(n di Je (1+ di ) (1+ di F 2t 
Ug 
f 


1 


一 | Cd 十 0.04830)ln (1 十 0.04830) 


1 
1 十 0.04830 


— (14- 0. 04830) 十 
= 0. 1674 X 0. 00452 
= 0. 0007566 
OD 求 算 单 纤维 捕 集 效 率 m 
p= qon 
= 0. 0036292 + 0. 0007566 = 0. 004386 
(5) 求 算 天 fH 
由 式 (3-19) 有 
_ 4a(1 十 4.5a) 


R= ca 
4 X 0.08C1 4- 4. 5 X 0.08) 
x X 10 (1— 0. 08) 
— 66.08 


(6) 求 算 滤 层 厚 度 工 


X 0. 004386 


107 
N, I" 3990X 20 X 60 X 100 
=K 一 66.8 


0. 403 (m) 


jJ d 


3-1 空气 预 处 理 流程 中 各 单元 设备 的 作用 是 什么 ? 
3-2. 列 出 几 种 常用 的 空气 预 处 理 流程 分析 各 流程 的 适用 条 件 。 
3-3 空气 深层 过 滤 除 菌 的 机 理 是 什么 ? 
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3-4 设计 一 台 通 风量 为 55 mV/min 的 玻璃 纤维 过 滤器 ,空气 压力 为 4 kg/ 
cm 绝对 压力 ,进入 过 滤器 的 空气 含 杂 菌 浓度 为 3800 个 /mi ,发 酵 周 期 100 h, 要 求 
在 整个 发 酵 周 期 内 只 允许 有 1/1000 个 微粒 通过 。 工 作 温 度 30C 。 试 确定 过 滤 介 
质 层 厚度 、 过 滤器 直径 和 压力 降 。 


符号 说 明 
T 热力 学 温度 ,K d, ”纤维 直径 ,m 
P 压力 ,Pa d, ”微粒 直径 ,m 
v 空气 或 微粒 的 流速 ,m/s b 气流 宽度 ,m 
pe ”空气 的 密度 ,kg/m’ 7 过滤 效率 
A 液 滴 的 密度 ,kg/m c 修正 系数 ,阻力 系数 
K ”多 变 指数 ,绝热 指数 ,比例 系数 ,过 滤  p。 WREE, kg/m 
常数 u 空气 粘度 ,kg/(s。m) 
[^ 比 定 压 热 容 s 距离 m 
cv KERRE R ”微粒 直径 与 纤维 直径 的 比 
H ”空气 的 湿 含 量 ,kg/kg( 干 空气 ) Re 气流 雷诺 数 
My, 水 的 摩尔 质量 , 取 18 Dew 微粒 扩散 系数 
M, ”空气 的 摩尔 质量 , 取 29 pb ” 菌 体 穿 透 率 
Pe 空气 中 水 蔡 气 的 分 压 ,Pa L ” 滤 层 厚度 ,cm 
P, 干 空气 分 压 ,Pa a 过 滤 介 质 填充 率 
P, KRAUS ECRIRE AUR ,Pa AP ”过 滤 层 的 压力 降 ,Pa 
o ”空气 的 相对 湿度 、 惯 性 参数 m ”实验 指数 
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提 要 


需 氧 微生物 的 生长 繁殖 和 代谢 需要 氧气 ,对 需 氧 微生物 而 言 , 氧 犹如 必需 的 
基质 之 一 。 然 而 氧气 在 水 中 的 溶解 度 很 低 , 因 此 ,在 需 氧 微生物 液体 培养 时 ,必须 
自始至终 不 间断 地 向 微生物 提供 溶解 氧 。 工 业 上 采用 向 培养 液 通 入 无 菌 空气 , 同 
时 用 对 培养 液 进行 搅拌 的 方法 提供 溶解 氧 。 捞 拌 的 作用 除了 使 反应 体系 混合 均匀 
外 ,还 在 于 打 碎 通 入 空气 的 气泡 ,提高 溶 氧 效率 。 

微生物 细胞 的 耗 氧 量 常用 比 耗 氧 速率 (呼吸 强度 ) 和 摄 氧 率 来 表示 。 单 位 质量 
的 细胞 在 单位 时 间 内 消耗 的 氧 量 称 为 比 耗 氧 速率 Qo, (mol(Os)/(g( 干 菌 体 )。s))。 
单位 体积 培养 液 在 单位 时 间 内 消耗 的 氧 量 称 为 摄 氧 率 "(mol(Os)/(L。s))。 细 胞 
比 耗 氧 速率 与 摄 氧 率 之 间 的 关系 为 一 Qo X X 为 菌 体 浓度 。 

虽然 氧 在 培养 液 中 溶解 度 很 低 , 但 在 培养 过 程 中 不 需要 使 溶 氧 浓 度 达 到 或 接 
近 饱 和 值 ,而 只 要 超过 某 一 临界 溶 氧 浓 度 即 可 。 临 界 溶 氧 浓度 是 指 当 培养 液 中 不 
存在 其 他 限制 细胞 生长 的 基质 时 ,不 影响 需 氧 微生物 细胞 生长 繁殖 的 最 低 溶解 氧 
浓度 。 微 生物 的 临界 溶 氧 浓度 大 约 是 饱和 溶 氧 浓度 的 1% 一 25%。 

微生物 的 比 耗 氧 速率 Qo, 与 溶 氧 浓度 Ci 之 间 的 关系 可 用 与 米 氏 方程 类 似 的 
Jai, = or 

氧 的 溶解 过 程 本 质 上 是 气体 吸收 过 程 。 气 体 吸收 是 指 气 体 从 气相 到 液 相 单方 
向 溶解 的 物质 传递 过 程 。 双 膜 理论 被 认为 是 工程 上 解决 氧气 传 质问 题 的 基本 理 
论 。 氧 的 传递 过 程 可 分 为 供 氧 过 程 和 耗 氧 过 程 两 个 方面 , 供 氧 过 程 是 指 空 气 中 的 
氧气 从 空气 泡 通 过 气 膜 、. 气 液 传 质 界面 和 液 膜 扩散 到 液 相 主体 中 ; 耗 氧 过 程 是 指 分 
子 氧 自 液 相 主 体 通过 液 膜 . 液 固 界面 、 细 胞 壁 和 膜 扩散 到 细胞 内 。 氧 从 气相 传递 到 
液 相 要 经 历 一 系列 传递 过 程 , 须 克服 各 步骤 传递 阻力 。 供 氧 过 程 中 氧 在 克服 传递 
阻力 进行 传递 时 的 总 推动 力 是 气相 中 氧 的 分 压力 与 液 相 中 氧 浓度 之 差 , 这 一 总 推 
动力 消耗 在 各 项 传递 阻力 上 。 

根据 双 膜 理论 建立 的 氧气 从 气相 传递 到 液 相 的 基本 方程 式 为 Ny — Kal 一 
〇 ) ,Nv 为 体积 溶 氧 速率 (kmol/(m*，。，h)).C" 为 与 气相 氧 分 压 平衡 的 氧 浓度 , C 为 液 
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相 的 溶 氧 浓度 。 体 积 溶 氧 系数 Kia 有 多 种 测量 方法 ,如 亚 硫 酸 盐 氧 化 法 、 氧 的 平衡 
法 、 动 态 溶 氧 电 极 法 等 。 其 中 亚 硫 酸 盐 氧化 法 测定 的 是 非 培 养 情况 下 需 氧 反应 器 
的 Ko, 但 其 参 比 价值 不 可 低估 。 

发 酵 负 中 常用 的 机 械 搅拌 器 可 分 为 轴 向 流 推 进 式 和 径 向 流 推 进 式 两 大 类 ,前 
者 如 螺旋 桨 式 , 后 者 如 涡轮 式 。 螺 旋 桨 式 搅拌 器 的 特点 是 产生 的 液 流 循环 量 大 , 混 
合 效果 较 好 ,但 其 对 液体 产生 的 剪 切 力 较 低 , 对 气泡 的 分 散 效果 差 。 涡 轮 式 搅拌 器 
的 特点 是 对 液体 的 剪 切 作用 强烈 ,同时 液 流 循环 量 大 。 常 用 的 涡轮 式 搅拌 器 的 叶 
片 有 平 叶 式 、 弯 叶 式 和 箭 叶 式 。 

搅拌 功率 是 指 搅拌 器 输入 搅拌 液体 的 功率 。 反 应 器 的 溶 氧 速 率 以 及 混合 强度 
与 搅拌 功率 关系 密切 。 在 保证 传 质 速率 和 液体 混合 效果 的 前 提 下 ,输入 功率 应 尽 
量 减 小 。 

影响 搅拌 功率 大 小 的 因素 主要 有 反应 器 的 结构 参数 反应 器 操作 参数 以 及 反 
应 液 物性 参数 三 类 。 功 率 准 数 Ne (Ne wr x (Se) K Qu) ] 是 为 
了 方便 描述 搅拌 功率 与 各 主要 影响 因素 的 关系 而 提出 来 的 , 它 表 示 机 械 搅 拌 所 施 
加 于 单位 体积 被 搅拌 液体 的 外 力 与 单位 体积 被 搅拌 液体 的 惯性 力 之 比 。 功 率 准 数 
又 可 描述 为 搅拌 雷诺 数 的 函数 。 不 通气 条 件 下 常用 的 搅拌 器 功率 准 数 与 搅拌 雷诺 
数 之 间 的 关系 已 被 标 绘 成 曲线 ,利用 Np-Res 曲线 可 方便 地 计算 出 不 通气 条 件 下 
的 搅拌 功率 。 同 一 搅拌 器 在 相同 的 转速 下 ,输入 通气 液体 的 搅拌 功率 要 小 于 不 通 
气 液 体 的 搅拌 功率 。 

由 于 通气 发 酵 负 中 气体 分 散 的 不 连续 性 和 随机 性 ,要 得 到 准确 计算 通气 时 搅 
拌 功率 的 关联 式 是 困难 的 。 学 者 们 提出 了 多 个 用 于 描述 通气 液体 搅拌 功率 分 析 与 


计算 的 关联 式 ,例如 福田 秀 雄 提出 的 关联 式 P, =2. 25 (ERR 


于 40 ms 以 下 和 稍 大 于 40 ms 发 酵 匀 的 通气 搅拌 功率 的 计算 。 

牛顿 型 流体 的 流动 特征 是 剪 切 应 力 与 剪 切 速率 成 正比 ,粘度 只 是 温度 的 函数 ， 
粘度 不 随 剪 切 速率 的 变化 而 变化 ,其 流动 状态 方程 为 rz 一 wy, 式 中 为 剪 切 应 力 ,A 
为 粘度 ,7 为 剪 切 速 率 。 不 满足 上 述 牛 顿 型 流动 特征 的 流体 称 为 非 牛 顿 型 流体 。 
很 多 丝 状 菌 培 养 液 显示 非 牛顿 型 流体 特征 。 非 牛顿 型 流体 流动 状态 方程 可 表示 为 
与 牛顿 型 流体 相似 的 形式 t= pY M pa SRTR P jos 为 表 观 粘度 ,k 为 粘性 常 
数 ,n 为 流 态 特 性 指数 。 与 1 不 同 的 是 ,ps 是 非 牛 顿 型 流体 在 茶 一 流速 的 粘度 。 发 
酝 液 的 表 观 粘度 不 但 是 剪 切 速率 的 函数 ,同时 还 是 粘性 常数 和 流 态 特 性 指数 n 
的 函数 ,表现 为 随 培养 时 间 而 变化 。 

非 牛顿 型 流体 的 流动 与 功率 消耗 的 关系 很 复杂 ,针对 一 些 具 体 的 反应 物 系 已 


0.39 
) X107^,3] f 
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得 到 一 些 规律 。 非 牛顿 型 流体 搅拌 功率 的 计算 可 借鉴 牛顿 型 流体 搅拌 功率 的 计算 
方法 ,但 是 , 非 牛 顿 型 流体 的 表 观 粘度 随 搅拌 转速 而 变化 , 需 先 确定 既定 搅拌 转速 
下 的 表 观 粘度 ,再 依次 确定 搅拌 雷诺 数 Re 、 功 率 准 数 NP、 不 通气 与 通气 搅拌 功 
EX Pu 和 P。。 

影响 体积 传 氧 系数 Kua 值 大 小 的 主要 因素 有 反应 器 结构 参数 、 反 应 器 操作 变 
量 和 反应 液 物性 参数 三 类 。 已 经 建立 了 一 些 反 应 器 结构 参数 和 操作 变量 与 Kia 
之 间 的 关联 式 , 这 类 关联 式 对 量化 分 析 影 响 Ka 的 因素 ,从 而 设计 和 操作 生物 反 
应 器 非常 必要 。 建 立 这 类 关联 式 的 另 一 个 重要 目的 是 用 于 反应 器 的 比拟 放大 。 
Kia 与 反应 器 结构 参数 和 操作 变量 关联 式 应 该 适合 较 宽 的 设备 尺寸 范围 和 较 大 
的 操作 参数 范围 。 但 是 ,建立 这 样 的 带 有 经 验 性 质 的 准确 的 关联 式 是 比较 困难 的 。 
已 经 建立 的 这 类 关联 式 中 ,多 数 是 依据 设备 容量 和 操作 变量 范围 不 大 的 数据 而 取 
得 的 ,应 用 时 具有 一 定 的 局 限 性 。 值 得 注意 的 是 ,建立 这 类 关联 式 时 ,常常 将 反应 
液 的 物性 参数 作为 常量 来 考虑 ,而 实际 的 有 生物 代谢 活动 的 反应 液 的 物性 参数 并 
非 都 是 常量 。 但 这 类 关联 式 对 实际 反应 体系 具有 非常 重要 的 参 比 意义 。 

真实 细胞 培养 液 中 的 Kia 值 受 多 种 因素 的 影响 。 为 使 培养 过 程 的 溶 气 浓度 
自始至终 地 满足 细胞 生长 代谢 的 需求 ,有 时 应 该 采取 必要 的 措施 提高 传 氧 速率 。 
提高 传 氧 速率 的 途径 有 提高 体积 溶 氧 系数 Ka 和 提高 传 氧 推动 力 两 个 方面 ,增加 
搅拌 转速 、 增 加 通风 量 , 或 同时 增加 搅拌 转速 与 通风 量 、 增 加 铅 压 、 增 加 气体 组 成 中 
的 氧 分 压 等 措施 都 可 提高 传 氧 速率 。 

Ka 值 的 大 小 是 评价 通风 生物 反应 器 的 一 个 重要 指标 ,但 不 是 唯一 的 指标 。 
性 能 良好 的 通风 反应 器 ,应 具有 和 较 高 的 Ka 值 , 同 时 消耗 的 能 量 较 小 。 

在 微生物 液体 培养 反应 器 内 ,为 了 保持 微生物 与 反应 基质 的 均匀 混合 ,需要 搅 
拌 ,但 这 只 需要 相对 较 小 的 搅拌 功率 。 例 如 工业 上 利用 和 乳酸 杆菌 的 兼 性 厌 氧 乳酸 
发 酵 ,用 40—60 r/min 的 搅拌 速度 就 可 以 满足 微生物 与 反应 基质 均匀 混合 的 需 
求 ; 再 例如 兼 性 厌 氧 的 酵母 乙醇 发 酵 ,在 发 酵 过 程 中 产生 的 二 氧化 碳 气 泡 造成 的 发 
酵 液 循环 也 可 以 满足 这 种 需要 。 

对 于 需 氧 发 酵 系 统 而 言 ,情况 有 所 不 同 。 需 氧 发 酵 系 统 的 微生物 需要 有 溶解 
氧 参 与 代谢 活动 ,无论 是 基质 的 氧化 . 菌 体 的 生长 .产物 的 代谢 合成 , 均 需 要 大 量 的 
氧 。 在 需 氧 微生物 培养 系统 中 , 氧 犹如 必须 的 基质 之 一 。 然 而 ,氧气 在 水 中 的 溶解 
度 很 低 ,是 一 种 难 溶 气体 ,在 25YC 的 常 压 下 ,空气 中 的 氧 在 纯 水 中 的 溶解 度 只 有 
0. 25 mol/ms 左 右 。 微 生物 培养 基 中 含有 大 量 的 有 机 物 和 无 机 盐 , 因 而 氧 在 培养 
基 中 的 溶解 度 就 更 低 , 约 为 0.21 mol/ms 。1mL 的 微生物 培养 液 中 有 1 亿 到 10 亿 
个 细胞 ,对 于 这 样 数量 庞大 的 生长 旺盛 的 细胞 培养 系统 来 说 , 需 氧 量 是 非常 大 的 。 
如 果 外 界 不 能 及 时 地 供给 氧 ,这 些 溶解 氧 仅 能 维持 微生物 菌 体 几 秒 到 几 十 秒 的 正 
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常 呼吸 ,随后 溶解 氧 浓度 就 接近 0 了 。 因 此 ,与 向 微生物 培养 体系 提供 其 他 营养 物 
质 的 方式 不 同 ,在 需 氧 发 酵 系 统 中 ,必须 自始至终 不 间断 地 向 微生物 提供 溶解 氧 。 
在 实验 室 中 ,可 以 通过 摇 瓶 机 的 往复 运动 或 旋转 运动 对 摇 瓶 中 的 微生物 供 氧 。 工 
业 上 采用 向 需 氧 发 酵 系统 通 入 无 菌 空气 ,并 同时 进行 搅拌 的 办 法 来 提供 微生物 需 
要 的 溶解 氧 ,此 时 ,搅拌 的 更 重要 作用 在 于 打 碎 通 入 空气 的 气泡 ,提高 溶 氧 效率 。 

在 需 氧 液体 发 酵 工 业 生产 中 ,消耗 在 给 微生物 反应 提供 必需 的 氧气 ,包括 气体 
的 通 入 和 搅拌 等 方面 的 费用 占 生产 成 本 的 比例 很 大 。 实 际 上 微生物 能 利用 的 氧气 
量 与 向 反应 器 中 通 入 的 空气 中 的 氧气 量 相 比 是 很 低 的 ,多 数 情况 下 不 超过 20%, 
大 部 分 氧气 无 法 被 利用 而 从 反应 器 中 排出 。 所 以 ,对 于 需 氧 发 酵 系统 来 说 ,如 何 通 
过 搅拌 等 手段 提高 氧气 向 反应 液 的 传 质 速 率 是 非常 重要 的 。 即 使 在 今天 ,许多 生 
化 工程 工作 者 仍然 在 探索 开发 氧 传递 性 能 高 的 反应 器 。 


4.1 细胞 对 氧 的 需求 


氧 既是 细胞 的 组 成 成 分 ,又 是 细胞 代谢 产物 的 构成 元 素 。 培 养 基 中 的 水 及 糖 
等 物质 可 以 提供 氧 元 素 , 但 需 氧 微生物 细胞 必须 利用 分 子 态 的 氧 作为 呼吸 链 电子 
传递 系统 末端 的 电子 受 体 ,将 有 机 物 氧化 成 二 氧化 碳 和 水 。 在 呼吸 链 的 电子 传递 
过 程 中 释放 的 大 量 能 量 供 细胞 的 生长 和 代谢 反应 使 用 。 对 于 这 类 需 氧 微生物 细胞 
而 言 ,溶解 氧 不 足 就 会 抑制 细胞 的 生长 与 代谢 。 兼 性 厌 氧 微生物 如 酵母 菌 和 乳酸 
菌 ,可 在 无 氧 的 条 件 下 通过 酵 解 来 获得 生长 和 代谢 需要 的 能 量 。 

氧 不 能 被 微生物 菌 体 单独 利用 ,只 能 在 培养 过 程 中 随 着 能 源 底 物 的 利用 而 消 
耗 。 各 种 需 氧 微生物 所 含 的 氧化 酶 如 过 氧化 氨 酶 、 细 胞 色素 氧化 酶 、 黄 素 脱氧 酶 等 
的 种 类 和 数量 不 同 , 在 不 同 的 环境 条 件 下 .各 种 不 同 的 微生物 的 需 氧 量 是 不 同 的 。 


4.1.1 耗 氧 速率 


微生物 细胞 的 耗 氧 速率 常用 比 耗 氧 速率 (呼吸 强度 ) 和 摄 氧 率 来 表示 。 单 位 质 
量 的 细胞 在 单位 时 间 内 消耗 的 氧 量 称 为 比 耗 氧 速 率 Qo, ,又 称 为 呼吸 强度 (respi- 
ration rate) ,单位 为 mol(O,)/(g( 干 菌 体 )，s); 单 位 体积 培养 液 在 单位 时 间 内 消 
耗 的 氧 量 称 为 摄 氧 率 (x) ,单位 为 mol(O;)/(L，s)。 细 胞 比 耗 氧 速率 与 摄 氧 率 之 
间 的 关系 为 
r= Qo, X (4-1) 
A: r 一 一 摄 氧 率 ,mol(O,)/(L。… s); 
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Qo, 一 一 比 耗 氧 速率 ,mol(O:)/(g( 干 菌 体 )。s)， 
X 一 一 细胞 浓度 ,g/L。 
微生物 的 呼吸 强度 的 大 小 受 多 种 因素 的 影响 ,其 中 发 酵 液 中 的 溶解 氧 浓 度 对 
呼吸 强度 的 影响 多 用 与 米 氏 方程 类 似 的 方程 来 描述 : 
(Qo, )。Cr 
Qe 
式 中 : Qo, 一 一 比 耗 氧 速率 ,mol(O,)/(g( 干 菌 体 )，s); 
(Qo, )。 一 一 最 大 比 耗 氧 速率 ,mol(O: )/(g( 干 菌 体 )。s); 
Ci 一 一 溶 氧 浓度 ,mol/m’; 
K, 一 一 微生物 对 氧气 的 米 氏 常数 ,mol/m’ 。 
表 4-1 和 表 4-2 分 别 列 出 了 一 些微 生物 对 氧 的 米 氏 常数 和 最 大 比 耗 氧 速率 。 


表 4-1 一 些微 生物 对 氧气 的 米 氏 常数 


(4-2) 


微生物 温度 人 K,/(mol/m ) 
产 气 杆菌 (Aerobacter aerogenes) 35 3.75X10^* 
E KFH H (Bacillus megaterium) 34 3.43X 107 
ii &L ERE (Saccharomyces cerevisiae ) (葡萄 糖 ) 19 6.56X10^* 
Tii EL ERE (Saccharomyces cerevisiae) (乙醇 ) 25 4.06X10^* 
清 酒 酵母 (Saccharomyces sake) 30 1.81X10^* 
7" lc B 24 BEBE (Candida utilis) 30 1.31X 107* 
米 曲霉 (Aspergillus oryzae) 30 5.0X10 ?—5.9X10? 


表 4-2 一 些微 生物 的 最 大 比 耗 氧 速 率 


微生物 (Qo, )m/Cmol (0O;)/(kg( 干 菌 体 )，s)) 
大 肠 杆菌 3.0X107^ 
啤酒 酵母 2.2X10^ 
灰色 链 霉菌 8.3X10^* 
黑 曲霉 8.3X10^* 
产 黄 青 霉菌 1.1X10™ 


4.1.2 临界 溶 氧 浓度 


虽然 氧 在 培养 液 中 溶解 度 很 低 , 但 在 培养 过 程 中 不 需要 使 溶 氧 浓度 达到 或 接 
近 饱 和 值 , 而 只 要 超过 某 一 临界 溶 氧 浓度 即 可 。 临 界 溶 氧 浓度 是 指 当 培养 基 中 不 
存在 其 他 限制 细胞 生长 的 基质 时 ,不 影响 需 氧 微生物 细胞 生长 繁殖 的 最 低 溶 解 氧 
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浓度 。 微 生物 的 临界 溶 氧 浓 度 大 约 是 饱和 溶 氧 浓度 的 1%% 一 25%。 表 4-3 列 出 了 
一 些微 生物 的 临界 溶 氧 浓度 值 。 


表 4-3 一 些微 生物 的 临界 溶 氧 浓度 C. 


微生物 温度 /C C. / Cmol/ m) 

大 肠 杆菌 37.8 0. 0082 

大 肠 杆菌 15 0. 0031 

发 光 细 菌 24 0.010 
维 涅 兰 德 固氮 菌 30 0. 018~0. 049 
脱 氮 假 单 胞 菌 30 0. 009 
酵母 34.8 0. 0046 
酵母 20 0. 0037 

产 黄 青 霉 菌 30 0. 009 
AREER 24 0. 0022 

米 曲 霉 30 0. 002 


微生物 的 呼吸 强度 与 溶 氧 浓 度 的 关系 如 图 4-1 所 示 。 如 果 培 养 液 的 溶 氧 浓度 
高 于 临界 溶 氧 浓度 ,细胞 的 比 耗 氧 速率 保持 恒定 不 变 , 细 胞 内 呼吸 体系 的 酶 是 被 氧 
气 完全 饱和 的 , 酶 反应 是 限 速 步骤 ;如 果 溶 氧 浓 度 低 于 临界 值 ,细胞 的 比 耗 氧 速率 
就 会 大 大 下 降 , 此 时 ,呼吸 酶 类 的 氧气 需求 不 饱和 , 溶 氧 是 细胞 生长 的 限制 因子 ,这 
时 细胞 处 于 半 厌 氧 状态 ,代谢 活动 受到 影响 。 

为 避免 发 醇 处 于 限 氧 条 件 下 ,需要 考察 每 一 种 发 酵 产 物 的 临界 溶 氧 浓度 。 从 
微生物 培养 系统 取出 微生物 培养 液 样品 (微生物 浓度 比较 高 时 可 进行 适当 的 稀 
释 ), 放 入 密闭 容器 中 ,立即 用 溶 氧 电极 跟踪 测定 培养 液 溶 氧 浓度 随时 间 的 下 降 情 
况 , 可 以 得 到 类 似 于 图 4-2 的 曲线 。 当 溶 氧 浓度 数值 大 于 临界 溶 氧 浓度 时 ,微生物 


[2 o 时 间 Wmin 


图 4-1 酵母 的 呼吸 强度 与 溶 氧 浓 度 的 关系 图 4-2 临界 溶 氧 浓度 的 测定 
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的 呼吸 强度 Qo, 随时 间 的 变化 直线 下 降 , 此 时 Qo, 与 溶 氧 浓 度 之 间 没 有 关系 ,Qo。 
是 定 值 ; 当 溶 氧 浓度 数值 小 于 临界 溶 氧 浓度 时 ,Qo, 是 溶 氧 浓度 的 函数 ,函数 关系 
是 二 次 曲线 。 临 界 溶 氧 浓度 一 般 有 一 个 大 致 的 范围 。 


4.1.3 ”影响 细胞 需 氧 量 的 因素 


在 分 批 培养 过 程 中 , 比 耗 氧 速率 和 摄 氧 率 都 是 变化 的 。 在 对 数 生长 的 初期 , 比 
耗 氧 速率 达到 最 大 值 , 此 时 细胞 浓度 较 低 , 摄 氧 率 不 高 。 随 着 细胞 浓度 的 快速 增 
加 ,培养 液 的 摄 氧 率 也 快速 增加 ,在 对 数 生长 的 后 期 达到 最 大 值 。 然 后 ,由 于 培养 
基 中 营养 基质 的 消耗 ,代谢 产物 的 积累 ,对 数 生长 阶段 结束 ,细胞 活力 降低 ,其 比 耗 
氧 速率 下 降 , 培 养 液 的 摄 氧 率 也 下 降 。 

培养 基 中 碳 源 的 种 类 对 细胞 的 需 氧 量 有 较 大 的 影响 。 一 般 来 说 ,微生物 细胞 
利用 葡萄 糖 的 速度 比 利 用 其 他 糖 的 速度 快 ,所 以 在 含 葡 萄 糖 的 培养 液 中 显示 出 较 
高 的 需 氧 量 。 当 以 烃 类 或 油脂 为 碳 源 时 ,微生物 细胞 显示 的 需 氧 量 更 多 ,因此 在 以 
石油 或 油脂 为 底 物 的 发 酵 工程 中 ,发酵 饶 应 有 良好 的 供 氧 能 力 。 

培养 基 中 碳 源 的 浓度 对 细胞 的 需 氧 量 也 有 较 大 的 影响 。 碳 源 浓度 较 低 时 , 碳 
源 成 为 细胞 培养 的 限制 性 基质 ,细胞 的 比 耗 氧 速率 下 降 ,如 果 此 时 补 加 碳 源 ,细胞 
的 比 耗 氧 速率 往往 明显 增加 。 此 外 ,温度 、pH 等 培养 条 件 对 细胞 的 需 氧 量 也 有 影 
响 。 一 些 对 细胞 有 害 的 代谢 产物 的 积累 也 会 影响 细胞 的 呼吸 。 

保持 培养 液 溶 氧 浓度 高 于 临界 溶 氧 浓度 可 以 满足 微生物 对 氧 的 最 大 需要 ,从 
而 可 以 获得 最 高 的 微生物 细胞 产量 。 但 很 多 培养 过 程 的 目的 不 是 为 了 获得 细胞 本 
身 , 而 是 为 了 获得 细胞 的 代谢 产物 ,溶解 氧 浓 度 对 细胞 生长 和 代谢 产物 生成 的 影响 
可 能 是 不 一 致 的 ,对 于 细胞 生长 的 最 适 溶 氧 浓度 不 一 定 就 是 生成 代谢 产物 的 最 适 
溶 氧 浓度 。Hirose 等 中 考查 了 用 黄色 短 杆菌 生产 各 种 氨基 酸 时 溶 氧 浓度 对 氨基 
酸 产 量 的 影响 , 溶 氧 浓度 与 临界 溶 氧 浓度 之 比 定义 为 氧 的 满足 度 , 各 种 氨基 酸 的 生 
产 与 氧 的 满足 度 的 关系 如 图 4-3 所 示 。 溶 氧 浓度 高 于 临界 溶 氧 浓度 时 , 谷 氨 酸 、 且 
氨 酸 、 精 氨 酸 、 赖 氨 酸 、 苏 氨 酸 、. 异 亮 氨 酸 的 产量 增加 ;在 溶 氧 浓度 低 于 临界 值 时 , 葵 
丙 氨 酸 、 幼 氨 酸 和 亮 氮 酸 的 产量 达到 最 大 值 , 它 们 的 最 佳 溶 氧 浓度 分 别 为 临界 溶 氧 
浓度 的 0. 55,0. 60,0. 85 倍 。 这 是 因为 谷 氮 酸 、 赖 氨 酸 等 的 生产 都 是 通过 三 羧 酸 循 
环 进行 的 ,合成 它们 的 前 体 是 a- 酮 戊 二 酸 和 草 酰 乙酸 , 供 氧 充分 时 ,三 凑 酸 循环 的 
中 间 产 物 丰 富 , 因 此 谷 氮 酸 、 赖 氮 酸 等 的 产量 就 高 :而 茉 丙 氨 酸 、 纺 氨 酸 和 亮 氮 酸 则 
是 通过 糖 酵 解 产物 丙酮 酸 和 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 而 得 到 的 , 供 氧 不 充足 时 ,通过 三 羧 
酸 循环 的 糖 代谢 受 到 影响 ,所 以 有 利于 葵 丙 氨 酸 、 纺 氨 酸 和 亮 氨 酸 的 生产 。 

微生物 次 级 代谢 产物 的 生产 也 有 相似 的 情况 。 如 Feren 等 四 发 现 头孢 菌 素 和 
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4-3. 溶 氧 的 浓度 对 氨基 酸 生产 的 影响 


卷 须 霉 素 产 生 菌 的 临界 溶 氧 浓 度 分 别 为 饱和 深 氧 浓度 的 0% — 7 11326 —23 96. 
在 二 者 的 发 酵 生 产 中 ,头孢 菌 素 的 生产 在 浴 氧 浓度 低 于 饱和 涂 氧 浓度 的 10% ~ 
20%% 时 受到 抑制 ,而 卷 须 霉 素 的 生产 则 在 浴 氧 浓度 低 于 饱和 浴 氧 浓度 的 82 INE SZ 
到 抑制 ,所 以 ,在 头孢 菌 素 生 产 中 洲 氧 浓度 应 高 于 临界 值 ,而 卷 须 霉 素 的 生产 则 应 
低 于 临界 值 。 


4.2 液体 培养 过 程 中 氧 传递 及 速率 


4.2.1 氧气 的 溶解 度 


气体 在 液 相 中 的 溶解 度 受气 体 分 压 、 温 度 、 液 相 中 溶质 的 种 类 和 浓度 等 因素 的 
影响 。 气 相 中 氧气 的 分 压 Po, 与 液 相 中 氧 的 溶解 度 C 之 间 的 关系 有 享 利 定律 来 描 
述 ,用 下 面 的 方程 表达 

Po, = HC (4-3) 
式 中 : Po, 一 一 气相 中 氧气 的 分 压 ,atm; 
C 一 一 与 Po, 平 衡 时 的 氧气 的 溶解 度 , mol/m? ; 
了 一 一 与 温度 有 关 的 享 利 系数 。 

氧 是 一 种 难 溶 气体 ,在 25C RI 1. 01X105 Pa 时 , 纯 氧 在 纯 水 中 的 溶解 度 是 
1. 26 mol/ms ,由 于 空气 中 氧气 的 体积 分 数 是 0. 21, 因 此 ,与 空气 平衡 的 水 相 中 溶 
氧 浓度 是 0. 265 mol/m*。 氧 在 水 中 的 溶解 度 随 温 度 的 升 高 而 降低 , 表 4-4 是 在 
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1. 01:X 10? Pa 的 压力 下 , 纯 氧 在 不 同 温度 的 纯 水 中 的 溶解 度 。 
表 4-4 纯 氧气 在 不 同 温度 的 纯 水 中 的 溶解 度 (1.01X 105 Pa) 
温度 人/ 溶解 度 /(mol/m’) i BE/C 溶解 度 / Cmol/m^ ) 
0 2.18 25 1.26 
10 1.70 30 1.16 


15 1. 54 35 1. 09 


20 1.38 40 1.03 


在 1.01X 10* Pa 的 压力 和 4 —33'C 的 温度 范围 内 ,与 空气 平衡 的 纯 水 中 , 氧 
的 浓度 也 可 由 以 下 经 验 公式 来 计算 : 


mo cq 
Cc = 131.6 (4-4) 
RP: C。 一 与 空气 平衡 的 水 中 溶 氧 浓度 ,mol/m; 


8 一 一 温度 ,人 。 
氧气 在 盐水 中 的 溶解 度 比 纯 水 中 的 溶解 度 小 。 当 水 中 含有 葡萄 糖 .蔗糖 等 非 
电解 质 时 ,氧气 的 溶解 度 降 低 。 用 于 培养 微生物 的 培养 基 中 ,由 于 含有 多 种 类 型 的 
低 浓度 盐 和 糖 ,氧气 的 溶解 度 降低 。 


4.2.2 和 氧 传递 过 程 


对 于 微生物 液 相 培养 体系 ,细胞 分 散在 培养 液 中 ,只 能 利用 溶解 氧 。 工 业 生 产 
中 的 供 氧 方式 是 向 培养 液 中 通 入 除 菌 后 的 空气 ,用 搅拌 的 方法 把 空气 分 散 成 细小 
的 气泡 , 尽 可 能 增 大 气 液 两 相 的 接触 面积 和 接触 时 间 , 以 提高 空气 中 氧 的 利用 率 。 
氧 从 气泡 传递 到 细胞 内 要 克服 一 系列 的 传递 阻力 , 需 经 历 一 系列 的 传递 过 程 。 这 
些 传递 过 程 可 分 为 供 氧 和 耗 氧 两 个 方面 , 供 氧 是 指 空气 中 的 氧气 从 空气 泡 通过 气 
膜 、 气 液 界面 和 液 膜 扩散 到 液 相 主体 中 ; 耗 氧 是 指 分 子 氧 自 液 相 主体 通过 液 膜 、 液 
固 界面 细胞壁 和 膜 扩散 到 细胞 内 。 图 4-4 是 氧 从 空气 泡 传递 到 微生物 细胞 内 的 
过 程 示 意图 。 

由 图 4-4 可 知 , 氧 从 空气 泡 传 递 到 细胞 内 涉及 如 下 过 程 : 

O 从 气相 主体 扩散 到 气 液 界面 ; 

© 穿 过 气 液 界面 ; 

© 从 气 液 界面 扩散 通过 液 膜 到 液 相 主体 中 ; 

CD. 通过 液 相 主体 到 细胞 或 细胞 团 外 的 液 膜 ; 

C) 通过 细胞 或 细胞 团 外 的 液 膜 ; 
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细胞 团 


C) ”生物 反应 
细胞 


液 相 主体 

p 

-^ 气 液 界面 园 液 界面 
图 4-4 氧 从 气泡 传递 到 细胞 内 的 过 程 示意 图 


© 穿 过 液 相 主 体 与 细胞 团 之 间 的 液 固 界面 ; 

CD 扩散 进入 细胞 团 内 ; 

穿 过 细胞 壁 和 细胞 膜 到 达 反 应 位 点 。 

上 述 氧 传递 的 每 个 步骤 都 需要 克服 传递 阻力 ,阻力 的 相对 大 小 决定 于 流体 力 
学 性 质 、 温 度 、 细 胞 的 活性 和 浓度 ,液体 的 组 成 ,界面 特性 以 及 其 他 因素 。 

氧 在 克服 上 述 阻 力 进行 传递 时 需要 推动 力 , 传 递 过 程 的 总 推动 力 就 是 气相 中 
氧 的 分 压 与 细胞 内 的 氧 浓 度 之 差 。 这 一 总 推动 力 消耗 在 从 气相 到 细胞 内 的 各 项 传 
递 阻力 上 。 当 氧 的 传递 速率 达到 稳定 时 ,总 传递 速率 与 串联 的 各 步 传递 速率 相等 ， 
这 时 通过 单位 面积 的 传递 速率 为 


_ 推动 力 _ AP; 
No WA 71 
Ri 


式 中 : No, 一 一 氧 的 传递 通 量 ,kmol CO) /Cm* * h); 
AP; 一 一 各 传递 步骤 的 推动 力 ( 分 压 差 ) atm; 


x 一 各 传递 步 又 的 传递 阻力 ,m? * h * atm/kmol (O,) 。 


4.2.3 氧 传递 速率 ( 双 膜 理论 ) 


氧 的 溶解 过 程 本 质 上 是 气体 吸收 过 程 。 气 体 吸 收 是 指 气 体 从 气相 到 液 相 单方 
向 溶解 的 物质 传递 过 程 。 描 述 气体 吸收 物质 传递 速率 的 主要 模型 有 Whitman 提 
出 的 稳 态 模型 中 .Higbie 提出 的 非 稳 态 模型 中等。 这 两 个 模型 分 别 以 双 膜 理论 和 
渗透 学 说 而 闻名 。 工 程 领 域 中 , 双 膜 理论 的 研究 已 有 长 久 的 历史 ,从 理论 到 解决 工 
程 问题 的 方法 都 较为 成 熟 , 模 型 简单 .应 用 较 广 泛 , 因 而 目前 仍 被 认为 是 工程 上 解 
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决 氧气 传 质问 题 的 基本 理论 。 
双 膜 理论 是 建立 在 以 下 三 个 假设 前 提 上 的 。 
CD 在 气泡 与 包围 着 气泡 的 液体 之 间 存 在 着 界面 ,在 界面 的 气泡 一 侧 存在 着 
一 层 气 膜 ,在 界面 的 液 相 一 侧 存 在 着 一 层 液 膜 ， 
气 膜 内 的 气体 分 子 和 液 膜 内 的 液体 分 子 都 处 于 | 
层 流 状态 ,分 子 间 无 对 流 运动 , 氧 的 分 子 只 能 以 | 
扩散 方式 , 即 借助 于 浓度 差 推动 而 穿 过 双 膜 进 S 
入 液 相 主体 。 另 外 ,气泡 内 除 气 膜 以 外 的 气体 kd 
分 子 处 于 对 流 状态 , 称 为 气相 主体 ,气相 主体 中 体 | 
任 一 点 的 氧 分 子 浓度 相等 , 液 相 主体 中 也 是 如 | 
此 。 因 此 传递 阻力 都 集中 在 气 膜 和 液 膜 之 中 。 
(2) 两 相 界 面 上 氧 的 分 压强 与 溶 于 界面 液 气 液 界面 
膜 中 的 氧 的 浓度 之 间 达 到 气 液 平衡 状态 ,因此 图 4_5 气体 吸收 的 双 腊 理论 图 示 
在 界面 上 没有 物质 传递 的 阻力 。 
(3) 传 质 过 程 处 于 稳定 状态 , 传 质 途径 上 各 点 的 氧 浓度 不 随时 间 而 变 。 
氧 分 子 通过 双 膜 的 溶解 过 程 如 图 4-5 所 示 。 
设 : P; 为 气 液 界面 上 氧 的 分 压强 ,atm; 
C; 为 气 液 界 面 上 和 氧 的 浓度 ,kmol CO; )/ms ; 
PP 为 气相 主体 中 氧 的 分 压强 ,atm; 
C 为 液 相 主体 的 溶 氧 浓度 ,kmol (O;)/m’; 
P* 为 与 液 相 主体 中 溶 氧 浓度 C 平 衡 的 气相 和 氧 的 分 压强 ,atm; 
C ”为 与 气相 主体 中 氧 的 分 压强 PP 平 衡 的 液 相 溶 氧 浓度 ,kmol (O:)/ms 。 
从 图 4-5 可 知 , 氧 通过 气 膜 的 传 质 推动 力 为 P 一 P;, 通 过 液 膜 时 的 传 质 推动 力 
为 C; 一 C。 用 氧 的 压 差 表示 的 总 传 质 推动 力 为 P 一 P* .用 氧 的 浓度 差 表示 的 总 传 
质 推动 力 为 C— C^ 。 在 稳定 传 质 过 程 中 ,通过 气 膜 、 液 膜 的 传 氧 速率 与 总 的 传 氧 
速率 相等 


气 膜 | C， 液 膜 


N P-P, CG;j-C P-P' C'-C 
9; 1 1 1 1 
[m Im Kg Ki 


式 中 : No, 一 一 氧 的 传递 通 量 ,kmol (02)/(m? * h); 
kc 一 一 氧气 的 气 膜 传 质 系数 ,kmol/(m? ，h* atm); 
一 一 氧 的 液 膜 传 质 系数 ,m/h; 
Kc 一 一 以 氧 的 分 压 差 为 总 推动 力 的 总 传 质 系数 ,kmol/(m? * h * atm); 
Ki 一 一 以 氧 的 浓度 差 为 总 推动 力 的 总 传 质 系数 ,m/h。 


(4-5) 
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式 (4-5) 中 ,Pi 和 Ci; 是 气 液 界面 参数 , 均 难以 测量 。 溶 氧 浓度 C 较 易于 测量 ， 
C' 可 以 通过 享 利 定律 计算 出 来 , 故 以 C* 一 C 为 传 氧 推动 力 计算 比较 方便 。 
总 传 质 系数 Ki 与 ko 及 名 的 关系 如 下 


二 
Kr Ne No, No 
根据 享 利 定律 ,P; 二 HC; ,得 
和 二 
K. HNo ' Ne 
A. dox 
K, E Hke kL 
对 于 难 溶 气体 (如 氧气 ) , 气 膜 传递 阻力 与 液 膜 传递 阻力 之 比 很 小 ,可 以 忽略 不 


计 , 即 于 < 直 'Ki 之 hu。 氧气 深 解 于 水 的 速率 是 液 腊 阻 力 控制 的 ,因此 ， 


No, = Ky(C* — C) (4-6) 
上 式 中 No, 的 单位 是 单位 面积 界面 上 单位 时 间 内 的 传 氧 量 。 由 于 界面 面积 难以 测 
量 ,No, 不 好 测定 。 在 式 (4-6) 的 两 边 各 乘 以 单位 体积 液体 中 气 液 两 相 的 总 界面 面 
FA a GO? / m) ,分 别 计 算 KL 和 a 是 比较 困难 的 ,通常 是 将 Ki 与 a 合并 在 一 起 成 KLa， 
作为 一 个 参数 处 理 。 则 有 


Ny = Kia(C* — C) (4-7) 
式 中 : Ny 一 一 体积 溶 氧 速率 ,kmol/(m’ ，h); 
Kia 一 一 以 氧 的 浓度 差 (C" 一 C) 为 推动 力 的 体积 溶 氧 系数 ,又 称 液 膜 体积 
传 质 系数 ,h  。 
式 (4-7) 就 是 通气 液体 中 氧气 传递 到 液 相 的 基本 方程 式 。Nv、C* C 均 较 容 
易 测量 或 计算 。 


4.3 ”体积 溶 氧 系数 Kia 的 测定 方法 


Kia 是 发 酵 饶 传 氧 速率 大 小 的 表示 。 测 量 Kia 方法 有 亚硫酸钠 氧化 法 \ 溶 氧 
电极 法 、 氧 的 物料 衡 算法 、 极 谱 法 、 排 气 法 等 。 


4.3.1 亚硫酸钠 氧化 法 六 


亚硫酸钠 氧化 法 用 于 非 培养 情况 下 测定 发 酵 饶 的 体积 溶 氧 系数 KLa, 进 而 估 
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算 设 备 的 通气 效率 。 
在 发 酵 缸 中 加 入 含有 铜 离子 Cut 或 钴 离子 Co^ 为 催化 剂 的 亚硫酸钠 溶液 ， 
进行 通气 搅拌 ,亚硫酸钠 与 溶解 氧 生成 硫酸 钠 。 反 应 式 为 


2Na; SO, +0, 2 Na, SO, (4-8) 

实验 表明 , 亚 硫 酸 根 浓 度 在 0. 5 一 0. 018 mol/L 范围 内 时 ,氧化 反应 速率 变化 

很 小 ,只 下 降 3%。 氧 分 子 一 经 溶解 于 液体 中 就 立即 被 还 原 耗 尽 ,亚硫酸钠 的 氧化 

速率 远 高 于 氧 的 溶解 速率 , 氧 的 溶 入 速度 决定 氧化 反应 速度 。 用 碘 量 法 测定 亚 硫 
酸 钠 的 消耗 速率 , 即 可 根据 亚硫酸钠 的 氧化 量 来 求 出 氧 的 传递 速率 Ny o 

因为 反应 进行 得 很 快 ,在 搅拌 充分 的 条 件 下 , 液 相 中 的 氧 浓度 为 零 (C — 0)。 
则 可 得 

Ny = Brat" 

EREE P snp A Wi R REEDE O S TJE 7] RAEE 0. 1 MPa F, 25C} 
空气 中 氧 的 分 压 为 0. 021 MPa, 与 之 平衡 的 纯 水 中 的 溶 氧 浓度 C* = 0.265 mol/mi， 
但 由 于 亚硫酸钠 的 存在 ,C" 的 实际 值 低 于 0. 265 mol/n? ,一 般 规定 C* — 0.21 mol/n? 。 
所 以 ， 

Kia= = (4-9) 

HF C” fü Sc BRIERE LL if if fr. uta du E R EE TI B — RI ACER ARA Kao 
Ks 是 以 氧 的 分 压 差 为 总 传 氧 推 动力 的 体积 溶 氧 系数 , 即 

Ny = Ka(P—P' ) (4-10) 

对 于 亚硫酸钠 氧化 法 , 因 C = 0, 与 之 平衡 的 气相 氧 浓度 P" — 0。 所 以 ， 

Ny = K,P 
Ny (4-11) 
P 
由 享 利 定律 可 知 ,Kia 与 Ks 之 间 的 关系 为 


K= Kj (4-12) 


自 1944 年 Cooper 等 [首先 采用 亚硫酸钠 氧化 法 研究 通气 搅拌 负 的 氧 传递 
特性 以 来 ,亚硫酸钠 氧化 法 测定 Kia 得 到 广泛 的 应 用 。 这 种 方法 的 优点 是 反应 速 
度 快 , 不 需要 特殊 仪器 ,适用 于 摇 瓶 和 小 型 试验 设备 的 Kia BUE. XO AE BENE 
中 使 用 此 法 ,将 耗 用 大 量 的 亚硫酸钠 。 

然而 , 亚 硫 酸 盐 对 微生物 的 生长 有 影响 , 故 测定 不 能 在 培养 状态 的 真实 条 件 下 
进行 。 亚 硫酸 钠 溶液 与 微生物 的 培养 液 在 物理 性 质 上 有 较 大 差别 ,不 能 很 好 地 模 
拟 培养 液 的 情况 。 亚 硫酸 钠 的 初始 浓度 约 为 0. 5 kmol/m? , 盐 的 含量 比 一 般 发 酝 


Ka 
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液 高 很 多 ,因而 气泡 直径 较 小 , 气 液 比 表面 积 较 大 ,测定 的 氧 传递 系数 较 高 ,与 容易 
发 生气 泡 凝 并 的 微生物 真实 培养 系统 有 较 大 区 别 , 这 一 点 在 应 用 时 应 加 以 注意 。 
尽管 如 此 ,亚硫酸钠 氧化 法 测定 的 Ka 值 表示 发 酵 缸 通气 效率 的 优 劣 ,具有 重要 
的 参 比 意义 。 


4.3.2 和 氧 的 物料 衡 算法 


通过 对 培养 液 中 的 氧 进行 物料 衡 算 ,可 直接 测定 溶 氧 速 率 。 对 发 酵 饶 来 说 ,在 
氧 供需 平衡 的 条 件 下 , 溶 氧 速率 等 于 耗 氧 速率 , 即 进入 发 酵 饶 的 氧 ,等 于 微生物 摄 
AGI SCRUHE th ZZ REED) C27 
由 理想 气体 方程 和 物料 衡 算式 可 得 体积 溶 氧 速率 
1 (PB,XiQ _ P.X.Q, 
vil Ti T, ) 
xh: Q;、Q, 一 一 进出 空气 的 流 率 ,L/min, 由 空气 流量 计 测定 ; 
P;、P, 一 一 进 、 出 空气 的 总 压力 ,atm; 
Xi、X。 一 一 进 、 出 空气 中 氧 的 摩尔 分 率 ,由 氧 分 析 仪 测定 ; 
六 一 一 发 醇 液 体积 ,L; 
有 R 一 一 摩尔 气体 常数 。 
由 (4-13) 式 可 计算 体积 溶 氧 速率 Ny W Kia 可 由 下 式 计算 : 


Ny (4-13) 


对 于 理想 混合 的 小 型 反应 器 ,C* 为 与 排 气 中 氧 分 太平 衡 的 氧 浓度 。 如 果 已 知 
氧 在 培养 液 中 的 溶解 特性 ,测定 了 液 相 氧 浓度 C, 就 可 求 出 Kia 

对 于 大 型 发 酵 负 来 说 ,一 般 不 能 获得 理想 混合 ,这 时 可 用 平均 推动 力 (C” 一 
CIAO" 一 C)。 有 
«c? —C)— (C; —O 


(C 一 C)。 ET (4-14) 
Cc: -c 
式 中 : C? .Cs 一 一 与 进 气 和 排 气 氧 分 压 平衡 的 液 相 氧 浓 度 ; 
C 一 一 液 相 氧 浓度 。 


此 法 可 测量 真实 发 酵 体系 中 的 Kia ,准确 度 比较 好 。 


4.3.3 动态 溶 氧 电极 法 [9 


自 20 世纪 50 年 代 以 来 ,经 过 对 溶 氧 电极 的 研究 与 改进 ,现在 可 应 用 溶 氧 电极 
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直接 测定 发 酵 过 程 中 的 体积 溶 氧 系数 。 动 态 溶 氧 电极 法 是 在 供 氧 速率 与 耗 氧 速率 
不 相等 的 条 件 下 ,通过 测定 发 酵 液 中 溶 氧 浓度 随时 间 的 变化 来 确定 Kia 值 的 。 在 
发 酵 过 程 中 ,一 方面 以 一 定 的 供 氧 速率 向 培养 液 中 供 氧 , 另 一 方面 培养 液 中 正在 生 
长 的 微生物 以 一 定 的 摄 氧 速率 消耗 氧气 ,因而 ,培养 液 中 溶 氧 浓度 随 培养 时 间 的 变 
化 ,决定 于 溶 氧 速率 和 耗 氧 速率 之 差 , 即 


X Z Kal 一 C 一 QuxX (4-15) 


AP: Qo, 一 一 微生物 的 比 耗 氧 速率 ,mol(O;)/(g( 干 菌 体 )，h); 
X 一 一 菌 体 密度 ，g/L; 
C 一 一 发 酵 液 中 溶 氧 浓 度 ,mol/ms; 
t 一 一 培养 时 间 ,h。 
在 发 酵 过 程 中 ,这 种 氧 的 供需 不 平衡 可 以 人 为 造成 ,而 不 影响 正常 的 发 酵 。 采 
用 的 方法 是 首先 提高 发 酵 液 的 溶 氧 浓 度 ,使 之 在 远 高 于 临界 深 氧 浓度 的 C。 处 , 然 
后 停止 通气 而 继续 搅拌 ,此 时 溶 氧 浓度 开始 直线 下 降 , 待 溶 氧 浓度 未 降 到 临界 溶 氧 
浓度 之 前 ,恢复 供 气 ,发 醇 液 中 溶 氧 浓度 随即 上 升 。 由 于 从 停 气 到 恢复 通气 时 间 较 
得, 微生物 的 增 量 不 计 , 菌 体 浓度 X 不 变 , 所 以 摄 氧 率 Qo, X 为 常量 。 把 停止 通气 
到 恢复 通气 的 C 对 时 间作 图 (图 4-6), 在 停止 通气 阶段 ,C 的 降低 与 + 呈 线 性 关 
系 , 直 线 的 斜率 给 出 了 此 微生物 的 Qo, X 值 。 恢 复 通气 后 ,发 醇 液 中 的 溶 氧 浓度 C 
逐渐 回升 至 正常 值 。 
将 式 (4-15) 重 排列 为 
c-- gc (& «o. x)ec (4-16 
根据 恢复 通气 后 溶解 氧 浓度 随时 间 变化 的 曲线 ,用 图 解法 求 出 一 定 溶解 氧 浓 


HE CAF DE tH SE O R RERO ,将 C 对 [加 二 Qo,X ] 作 图 ,得 如 图 4-7 所 示 的 


ra Kilen Xx 
g ar +20 


O 


图 4-6 用 动态 法 测量 Kua 的 典型 Ct 曲线 图 4-7 用 动态 法 测量 Kia 的 奥 型 4 十 Qu x 图 
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直线 ,直线 的 斜率 为 一 二, 在 C 轴 上 的 截 距 为 C* 中。 


动态 法 测量 Ka 时 ,只 需要 测定 一 个 变量 一 一 溶解 氧 浓度 随时 间 的 变化 , 因 
此 对 于 安装 有 溶 氧 电极 的 发 酵 饶 来 说 ,可 以 从 记录 仪 上 记录 的 溶 氧 浓度 变化 曲线 ， 
非常 方便 地 求 出 Kras 

对 于 高 粘度 的 发 酵 液 ,停止 供 气 后 ,发 酵 液 中 气泡 释放 速度 缓慢 ,或 由 于 高 搅 
拌 速 度 所 产生 的 表面 曝 气 作用 ,会 影响 测定 的 准确 性 。 


4.4 搅拌 器 轴 功 率 的 计算 


4.4.1 搅拌 器 的 型 式 及 流 型 


根据 搅拌 器 所 产生 流体 运动 的 初始 方向 ,发 酵 缸 中 常用 的 机 械 搅拌 器 可 分 为 
轴 向 流 推进 搅拌 器 和 径 向 流 推进 搅拌 器 两 大 类 。 轴 向 流 推进 搅拌 器 使 流体 一 开始 
就 沿 其 轴 向 而 流动 ; 径 向 流 搅 拌 器 将 流体 向 外 推进 ,使 流体 沿 叶轮 半径 方向 排出 ， 
当 流 到 反应 器 内 壁 和 挡 板 后 再 向 上 下 折返 而 产生 次 生 流 。 

搅拌 器 在 反应 器 内 造成 的 液 流 形式 对 液 、. 固 .气相 的 混合 ,氧气 的 溶解 以 及 热 
量 的 传递 有 重大 的 影响 。 液 流 型 式 不 仅 决定 于 搅拌 器 本 身 ,还 受 钠 内 其 他 附件 如 
挡 板 ,拉力 简 及 安装 位 置 的 影响 。 

螺旋 桨 式 搅拌 器 是 一 种 以 产生 轴 向 流动 为 主 的 搅拌 器 。 它 将 反应 器 内 的 液体 
向 下 或 向 上 推进 ,形成 轴 向 的 螺旋 流动 。 其 特点 是 直径 小 、 转 数 高 ,产生 的 液 流 循 
环 量 大 ,混合 效果 较 好 ,但 其 产生 的 剪 切 率 较 低 , 对 气泡 的 分 散 效 果 差 。 螺 旋 桨 式 
搅拌 器 适合 于 要 求 反应 器 内 流体 混合 均匀 、 剪 切 性 能 温和 的 细胞 培养 过 程 ,或 用 在 
靠 压 差 循环 的 反应 器 内 ,以 提高 其 循环 速度 。 常 用 的 螺旋 桨 叶 数 多 为 3 片 ,最 大 叶 
端 线 速度 不 超过 25 m/s。 图 4-8 为 螺旋 桨 式 搅拌 器 示意 图 。 

在 反应 器 中 心 垂直 安装 的 螺旋 桨 ,在 无 挡 板 的 情况 下 ,使 液体 在 轴 中 心 形成 止 
陷 的 洲 涡 ,如 果 在 灸 内 壁 安装 多 块 垂直 挡 板 ,液体 的 螺旋 状 流 受 挡 板 折 流 ,被 迫 流 
向 轴 心 ,使 流 涡 消失 ,如 图 4-9 所 示 。 消 除 洲 涡 所 必 
需 的 最 小 挡 板 数 为 全 挡 板 条 件 。 

涡轮 式 搅拌 器 是 一 种 典型 的 径 向 流 搅拌 器 。 由 
于 涡轮 的 叶片 对 液体 施 以 径 向 离心 力 , 导 致 液体 从 叶 
片 轴 向 流入 后 再 从 径 向 流出 ,并 在 反应 器 内 循环 。 涡 
轮 搅拌 器 的 特点 是 对 流体 的 剪 切 作用 较为 强烈 有 利 — 图 48 螺旋 桨 式 搅拌 器 
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于 气泡 破碎 以 增 大 氧 的 传递 速率 ,同时 由 于 涡轮 的 叶片 较 宽 , 因 此 在 反应 器 内 造成 
较 大 的 流体 循环 量 。 在 气 液 混 合 中 为 避免 较 大 的 气泡 在 阻力 较 小 的 搅拌 器 中 心 部 
位 沿 搅拌 器 轴 上 升 ,在 搅拌 器 中 央 常安 装 有 圆 盘 , 以 保证 气泡 更 好 地 分 散 。 常 用 的 
涡轮 式 搅 拌 器 的 叶片 有 平 叶 式 、\ 弯 叶 式 和 箭 叶 式 三 种 ,如 图 4-10 所 示 。 涡 轮 式 搅 
拌 器 的 叶片 数 一 般 为 六 个 ,也 有 少 至 四 个 或 多 至 八 个 的 。 该 类 搅拌 器 多 用 于 对 剪 
切 力 不 敏感 的 好 氧 细 胞 的 培养 中 。 


© 9 


图 4-9 螺旋 桨 搅拌 器 的 搅拌 流 型 
(a) 无 垂直 挡 板 ; (b) 有 垂直 挡 板 


4-10 圆 盘 平 直 叶 、 弯 叶 、 箭 叶 涡轮 搅拌 器 
GO KFM; (b) 六 弯 叶 ; (CO 六 箭 叶 
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圆 盘 涡轮 搅拌 器 与 没有 圆 盘 的 涡轮 相 比 ,其 搅拌 特性 差别 较 小 ,但 在 发 酵 缸 中 
无 菌 空 气 是 由 单 开 口 管 通 至 搅拌 器 下 方 ,大 的 气泡 可 受到 圆 盘 的 阻挡 ,避免 从 轴 部 的 
叶片 空 阶 上 升 , 保 证 了 气泡 的 更 好 分 散 。 圆 盘 平 直 叶 \ 弯 叶 、 箭 叶 涡轮 搅拌 器 产生 的 
流 型 基本 相似 ,流体 在 涡轮 平面 的 上 下 两 侧 造成 向 上 和 向 下 的 翻腾 。 反 应 器 内 安装 
的 冷却 蛇 管 可 代替 挡 板 。 图 4-11 是 反应 器 内 具有 全 挡 板 条 件 时 的 涡轮 搅拌 流 型 。 

圆 盘 平 直 叶 涡轮 搅拌 器 具有 很 大 的 循环 输送 量 和 功率 输出 ,适用 于 包括 粘性 
流体 及 非 牛顿 型 流体 在 内 的 各 种 流体 的 搅拌 混合 。 圆 盘 平 直 叶 涡轮 搅拌 器 已 标准 
化 。 与 平 直 叶 涡轮 搅拌 器 相 比 , 弯 叶 涡轮 搅拌 器 造成 的 液体 径 向 流动 较为 强烈 ,在 
相同 的 搅拌 转 数 下 混合 效果 较 好 ,输出 的 功率 较 小 。 在 混合 困难 而 溶 氧 速率 要 求 
相对 较 低 的 情况 下 ,可 选用 圆 盘 弯 叶 涡轮 。 与 平 直 叶 和 弯 叶 涡轮 搅拌 器 相 比 , 箭 叶 
涡轮 搅拌 器 对 液体 造成 的 轴 向 流动 较为 强烈 ,混合 效果 较 好 ,但 在 相同 的 转 数 下 对 
液体 造成 的 剪 切 作用 较 低 ,输出 的 功率 也 较 低 。 

在 反应 器 内 与 垂直 的 搅拌 器 同 轴线 安装 套 简 , 可 以 大 大 加 强 循环 输送 效果 ,并 
能 将 液体 表面 的 泡沫 从 套 简 上 部 人口 抽 吸 到 液体 之 中 ,具有 自 消 泡 的 能 力 。 图 4-12 
是 钠 中 心安 装 套 简 的 搅拌 流 型 。 


(a) (b) 


图 4-11 有 挡 板 的 涡轮 搅拌 器 的 图 4-12 有 中 心 套 简 的 搅拌 流 型 
搅拌 流 型 (a) 套 简 内 螺旋 桨 ; (b) 套 简 外 涡轮 桨 


对 于 大 型 生物 反应 器 , 常 在 中 心 轴 上 安装 多 组 相同 类 型 的 搅拌 器 ,以 满足 反应 
器 内 液体 混合 、 气 液 传 质 的 需求 。 有 时 ,也 将 涡轮 式 搅拌 器 和 螺旋 桨 式 搅拌 器 组 合 
使 用 , 既 可 利用 涡轮 式 搅拌 器 强化 小 范围 的 涡流 扩散 ,又 可 利用 螺旋 桨 式 搅 拌 器 强 
化 主体 对 流 扩散 。 


4.4.2. 牛顿 型 流体 搅拌 功率 的 计算 


搅拌 功率 是 指 搅拌 器 输入 搅拌 液体 的 功率 , 即 用 以 克服 流体 阻力 所 需 用 的 功 
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率 , 简 称 为 轴 功 率 。 它 不 包括 机 械 传 动 的 摩擦 所 消耗 的 功率 ,因此 它 不 是 电动 机 的 
轴 功 率 或 耗 用 功率 。 

反应 器 液体 中 的 溶 氧 速率 以 及 气 , 液 、 固 相 的 混合 强度 与 单位 体积 液体 中 输入 
的 搅拌 功率 有 很 大 的 关系 。 输 入 功率 的 电 耗 在 好 氧 发 酵 操 作 费 用 中 占 很 大 比例 ， 
是 反应 器 设计 中 的 重要 因素 。 因 此 在 保证 传 质 速率 和 液体 混合 效率 的 前 提 下 , 输 
人 功率 应 尽量 小 。 


1. 不 通气 时 牛顿 型 流体 的 搅拌 功率 


影响 搅拌 功率 大 小 的 因素 主要 有 反应 器 的 设备 参数 (包括 反应 器 直径 、 液 层 高 
度 、 搅 拌 器 直径 、 挡 板 的 数量 和 宽度 ) .反应 器 操作 参数 (包括 搅拌 转 数 \ 通 气量 ) 以 
及 反应 液 物性 参数 (包括 液体 密度 、 粘 度 ) 等 。 由 于 反应 器 直径 、 液 层 高 度 、 挡 板 宽 
度 都 与 搅拌 器 直径 有 一 定 比例 关系 , 故 可 不 作为 独立 变量 ,因此 有 

P = f(D, No psg) 

为 更 方便 地 描述 搅拌 功率 与 各 参数 之 间 的 关系 ,引入 无 量 纲 功 率 准 数 Np 的 

概念 ,其 定义 为 
P, 
Ne wp 

功率 准 数 Np 表示 机 械 搅拌 所 施 于 单位 体积 被 搅拌 液体 的 外 力 与 单位 体积 被 
搅拌 液体 的 惯性 力 之 比 。 

功率 准 数 Np 通常 与 搅拌 雷诺 数 Re。 和 搅拌 弗 劳 德 数 Fr 关联 ,但 对 于 带 挡 板 
的 搅拌 饶 ,重力 的 影响 不 大 ,因此 ,通常 可 忽略 弗 劳 德 数 ,而 将 功率 准 数 皂 述 为 搅拌 
雷诺 数 的 函数 。Rushton 等 "通过 无 量 纲 分 析 和 实验 证 明 , 对 于 全 挡 板 条 件 下 几 
何 相似 的 饶 ,存在 如 下 的 关系 

Np a K (== K Rep)" (4-18) 
AP: P, 一 一 不 通气 时 搅拌 器 输入 液体 的 功率 ,W; 
0 一 一 液体 密度 ,kg/m’; 
4 一 一 液体 粘度 ,N * s/m'; 
DD 一 一 涡轮 直径 ,m; 
NN 一 一 涡轮 转 数 ,r/s。 

式 (4-18) 中 的 K 和 wm 决定 于 搅拌 器 的 型 式 、 挡 板 尺 寸 及 流体 的 流 态 。Rush- 
tont*' 站 等 研究 了 不 通气 时 ,安装 不 同型 式 搅拌 器 的 一 系列 几何 相似 反应 灸 的 功率 
准 数 Np 与 搅拌 雷诺 数 Re 之 间 的 关系 ,得 到 不 同型 式 搅 拌 器 的 Np-Re 曲 线 簇 ,如 
图 4-13 所 示 。 试 验 搅拌 饶 的 数据 见 表 4-5。 


(4-17) 
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4-13 各 类 搅拌 器 的 Ne-Reu RE 


图 4-13 表明 , 当 搅拌 雷诺 数 Res 10 ,流体 处 于 层 流 状态 时 ,m2 一 一 1 ,功率 准 
数 Ne 与 搅拌 雷诺 数 Re。 成 反比 , 即 
Np = K Ge) 
当 搅拌 雷诺 数 Rem 10* «Wb Hb TF E AY im i Z Ja o B ie TE E HR Ren JEN , 搅 
拌 功 率 Pu 虽然 增 大 ,但 功率 准 数 Np 保持 不 变 , 此 时 ,m 二 0, 则 


Np =K 
(4-19) 
P, = NN’ DoW) | 
不 同 搅拌 器 的 K 值 如 表 4-6 所 示 。 
表 4-5 图 4-13 试验 搅拌 钠 的 比例 尺寸 及 搅拌 器 的 型 式 
E i Ee BERE 
搅拌 器 型 式 
饶 径 /搅拌 器 直径 ” 液 面 高 度 / 搅 拌 器 直径 ”底部 涡轮 至 饶 底 距离 /搅拌 器 直径 
螺旋 桨 2.5/6 2/4 1 
圆 盘 平 直 叶 涡轮 2/7 2/4 0.7/1.6 
圆 盘 弯 叶 涡轮 2/7 2/4 0. 7/1.6 
圆 盘 箭 叶 涡轮 2/7 2/4 0. 7/1.6 


ik. 挡 板 只 数 4, 挡 板 宽 / 钠 直径 = 0. 1。 螺 旋 桨 的 螺 距 等 于 涡轮 桨 叶 直 径 。 
表 4-6 不 同 搅拌 器 的 K 值 


搅拌 器 的 型 式 K( 滞 流 ) K Gi fo 
三 叶 螺旋 桨 , 螺 距 一 41.0 0. 32 
三 叶 螺旋 桨 , 螺 距 一 2D 43.5 1.0 
六 平 叶 涡轮 搅拌 器 71.0 6.10 
六 弯 叶 涡轮 搅拌 器 71.0 4. 80 


六 箭 叶 涡轮 搅拌 器 70.0 4.0 
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在 多 数 情况 下 ,搅拌 器 在 湛 流 状态 下 操作 。 使 用 Np-Re 曲线 图 计算 不 通气 


时 的 搅拌 轴 功 率 非常 方便 。 
与 试验 饶 几 何 尺 二 比例 不 一 致 的 实际 反应 器 ,其 搅拌 功率 可 按 下 式 求 算 : 
P” = LATI (Hi/D)* P, (4-20) 


式 中 , 带 * 的 值 为 实际 反应 器 的 值 ;T HEE; Hi 为 液 层 深度 ;DD 为 搅拌 器 直径 。 

在 层 流 和 汕 流 两 种 流动 状态 之 间 则 是 过 渡 流 , 此 时 功率 准 数 Ne 与 搅拌 雷诺 
数 Re 之 间 的 关系 较为 复杂 ,目前 尚 无 较 好 的 关联 式 。 

大 的 发 酵 饶 液 层 较 深 ,一 般 在 同一 搅拌 轴 上 安装 尺寸 相同 的 多 只 涡轮 。 在 相 
同 的 转 数 下 ,多 只 涡轮 比 单 只 涡轮 输出 更 多 的 功率 。 与 单 只 涡轮 相 比 ,多 只 涡轮 输 
出 功率 的 增加 程度 与 涡轮 只 数 和 涡轮 间距 有 关 。 如 将 两 只 涡轮 相隔 一 定 距 离 安 
装 ,使 两 只 涡轮 形成 的 液 流 互 不 干扰 , 则 这 两 只 涡轮 所 消耗 的 功率 约 等 于 单 只 涡轮 
的 两 倍 。 若 两 只 涡轮 之 间 的 距离 较 小 ,两 涡轮 造成 的 液 流 在 相 邻 的 区 间 内 部 分 重 
合 ,输出 的 功率 小 于 单个 涡轮 的 两 倍 。 

对 于 牛顿 型 流体 来 说 ,涡轮 间距 可 取 (2.5 一 3.0)D, 静 液 面 至 上 涡轮 的 距离 可 
取 (0.5 一 2)D, 下 涡轮 至 饶 底 的 距离 可 取 (0. 5 一 1.0)D。 多 只 涡轮 输出 的 功率 也 
可 用 下 式 计 算 

P, = Pu,(0.4 十 0.6m) 
xh. Pu 一 一 搅拌 器 的 功率 ， 
m 一 一 搅拌 器 的 只 数 。 


2. 通气 状态 下 牛顿 型 流体 的 搅拌 功率 


由 于 通气 时 气体 分 散在 液 相 中 ,液体 的 密度 和 粘度 减 小 ,导致 液体 流动 的 阻力 
减 小 ,因此 ,同一 搅拌 器 在 相同 的 转 数 下 ,输入 于 通气 液体 的 搅拌 功率 要 小 于 不 通 
气 液 体 的 搅拌 功率 ,其 降低 程度 与 通风 量 及 液体 翻动 量 等 因素 有 关 , 一 般 情 况 下 ， 
通气 时 搅拌 功率 是 不 通气 时 功率 的 1/2 一 1/3。 由 于 搅拌 缸 中 气体 分 散 的 不 连续 
性 和 随机 性 ,要 得 到 一 准确 计算 通气 时 搅拌 功率 输出 的 关联 式 是 困难 的 。 

Ohyamam" 用 通气 准 数 N, 来 描述 通气 对 搅拌 功率 的 影响 ，N, 定 义 为 空气 的 
空 缸 线 速 度 与 搅拌 器 顶端 液体 的 线 速度 之 比 , 即 


M " (4-21) 
P. = f(N,.) = f(x) 
AP: Q 一 一 气体 的 体积 流 率 ,ms/s; 
NN 一 一 搅拌 器 的 转 数 ,r/s; 
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P, 一 一 通气 时 的 搅拌 功率 ,W; 
P, 一 一 不 通气 时 的 搅拌 功率 ,W。 
Pe/P, 和 通气 准 数 N, 之 间 的 关系 如 图 4-14 所 示 。 从 图 4-14 可 看 出 , 随 着 通 
气 数 N, 的 增加 ,通气 时 的 搅拌 功率 下 降 。 当 N, 的 值 在 0 一 0. 12 范围 时 ,Ps/Po 的 
数值 在 1.0 一 0.4 之 间 。 


PaP, 


0 0.04 008 012 0.16 0.20 024 028 
通气 准 数 Na 


图 4-14 Pe/P。 与 通气 准 数 N, 的 关系 (六 平 叶 涡轮 搅拌 器 ) 


Hughmarkm 根 据 几 位 学 者 的 实验 数据 ,提出 适合 于 小 型 反应 铅 的 关联 式 为 


P, Q, y N? D p e 
B9 (38 Bvr (4-22) 


式 中 : Vi 一 一 液 相 体积 ; 
B 一 一 搅拌 桨 叶 宽度 。 
Michel 和 Miller? RH HH 30. 5 cm 的 小 型 反应 饶 进 行 实验 ,用 六 平 叶 涡 
轮 搅拌 器 将 空气 分 散 到 液体 中 ,测量 其 输出 功率 ,在 双 对 数 坐 标 上 把 Ps 标 绘 为 涡 
4€ ELS D AEN 空气 流量 Q 和 不 通气 时 的 搅拌 功率 Pu。 的 函数 ,如 图 4-15 所 示 ， 
发 现 P,-PPND* /Q* 之 间 的 关系 近似 直线 。Michel 又 总 结 了 其 他 人 的 试验 数 
据 , 提 出 如 下 的 关联 式 : 


(4-23) 


2 3 X0.45 
Ec (=x ) 


Qe 

AP: Ps、Po 一 一 通气 与 不 通气 时 搅拌 器 的 轴 功 率 ,kW; 

NN 一 一 搅拌 器 转速 ,r/min; 

DD 一 一 搅拌 器 直径 ,m; 

Q 一 一 通气 量 ,m’ / min, 

福田 秀 雄 等 "93 使 用 100— 42000 L 的 一 系列 反应 镀 进 行 实验 ,取得 了 大 量 实 

验 数据 ,在 双 对 数 坐标 中 把 Pe 标 绘 成 PBND’/Q* 的 函数 ,如 图 4-16 所 示 , 这 是 
一 条 很 好 的 直线 。 
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109 ~rr 
"RAPIT E: | H Hi 
xCCl á CCK 
lo'LofüHu atik H HH 
" a 浓 甘油 » 
10° CH | 
f H i 
-3 | 
104 103 102 10 109 10! 
PND? 
PND? 
A 4-15 Pos 关系 


ik. SCR ME TEC S 30. 5 cm, 涡 轮 直径 10. 2 cm, 液 体 密度 0. 8 一 1. 65 g/cm? ,粘度 95107 * —1X 107! Pa * s. 


100 
10 o 42000L 
x 4100L 
SU] e 1500L 
a 200L 
0.1 o 100L 
0.01 1 1 1 1 1 1 1 1 
104 105 106 107 10* 10° 10° 10" 10°? 
PÈN D? 
MA O0 
[^ 


4-16 福田 秀 雄 对 Michel 关系 的 修正 式 
注 : 实验 反应 饶 的 重要 尺寸 比例 为 : 缸 高 /缸径 王 1. 87 一 2. 08, 液 层 高 /缸径 王 0. 84 一 1. 38, 挡 板 
3 / tili £6 —0. 056 一 0. 127 3 $E ÉL 66 / Mb £6 —0. 30 一 0. 55 ,搅拌 涡轮 数 1 一 3 只 。 


福田 秀 雄 得 到 的 关联 式 为 


| 


2 3 \ 0.39 
a) x10? (4-24) 


gs 
式 中 : P。、P, 一 一 通气 与 不 通气 时 搅拌 器 的 轴 功 率 ,kW; 
NN 一 一 搅拌 器 转速 ,r/min; 
卫 一 一 搅拌 器 直径 ,cmy 
Q 一 一 通气 量 ,mL/min。 
这 个 关联 式 可 用 于 较 大 的 反应 缸 的 设计 计算 ,可 外 推 于 40 m? DA E B Sc Jw fe 
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的 设计 计算 。 

一 般 情况 下 ,在 计算 通气 搅拌 钢 的 功率 Ps 时 ,可 先 计 算出 搅拌 雷诺 数 Ren , 确 
定 功率 准 数 Np, 然后 根据 Np 计算 出 不 通气 情况 下 的 搅拌 功率 Po ,最 后 利用 福田 
秀 雄 修正 Michel 的 关系 式 (4-24) 计 算 通气 条 件 下 的 搅拌 功率 P。。 

【 例 4-1]. 某 细 菌 配 发 酵 饶 , 饶 直径 T —1.8 m, 圆 盘 六 平 叶 涡轮 直径 D = 
0. 6 m, 安 装 一 只 涡轮 LE VI E UU Bb HEP MEE P = 1.5 X105 Pa( 绝 压 ) , 搅 
拌 器 转 数 N= 150 r/min, 通 气量 Q = 1. 50 ms/min( 饶 内 状态 流量 ), 醒 液 密度 
p = 1010 kg/ m? , 醒 液 粘度 p= 1.907 107? N * s/m? , 求 算 通风 状态 下 的 搅拌 功 
AP. 

解 : 已 知 此 细菌 醒 为 牛顿 型 流体 。 先 计算 出 搅拌 雷诺 数 Re, ,由 Np-Re 曲线 
查 出 Np, 自 Np 计 算出 P。 ,再 用 福田 秀 雄 的 公式 计算 出 Pu 。 
_ D?Np _ 0.6? X (150/60) X 1010 


-> Y 105 

Ren = = 0 art 4. 78 X 10 
Np = 6.1 
P, = NN Dp 

E ,(150y x M 

= ex (S ) X 0. 65 X 1010 

= 7. 486 (kW) 

7.486? x 150 X60? -— 

Pa = 2.25 ( 1500000795 ) d 

— 5.9 (kW) 


4.4.3 非 牛顿 型 流体 特性 及 其 对 搅拌 功率 计算 的 影响 


1. 粘度 概念 、 剪 切 速率 及 牛顿 型 流体 的 流 变 特性 


粘性 是 表现 流体 流动 性 质 的 指标 。 水 和 油 都 是 很 容易 流动 的 液体 ,但 当 我 们 
把 水 和 油分 别 倒 在 玻璃 平板 上 ,就 会 发 现 水 的 摊 开 流动 速度 比 油 要 快 , 这 一 现象 说 
明 油 比 水 更 粘 。 这 种 阻碍 流体 流动 的 性 质 称 为 粘性 。 粘 性 从 征 观 上 讲 , 就 是 流体 
受 力作 用 ,其 质点 间作 相对 运动 时 产生 阻力 的 性 质 。 这 种 阻力 来 自流 体内 部 分 子 
运动 和 分 子 引力 。 粘 性 的 大 小 用 粘度 来 表示 。 

由 流体 力学 可 知 , 当 流体 在 一 定 速度 范围 内 流动 时 ,就 会 产生 与 流动 方向 平行 
的 层 流 流动 。 以 流体 平行 流 过 固体 平板 为 例 , 紧 贴 板 壁 的 流体 质点 ,往往 因 与 板 壁 
附着 力 大 于 分 子 的 内 聚 力 ,所 以 流速 为 零 , 并 在 贴 着 板 壁 处 形成 一 层 静 止 液 层 。 越 
远离 板 壁 的 液 层 流速 越 大 ,流体 内 部 在 垂直 于 流动 方向 就 会 形成 速度 梯度 。 层 与 
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层 间 存在 粘性 阻力 ,如 图 4-17(a) 所 示 。 如 果 从 流体 的 层 流 流动 沿 平行 于 流动 方 
向 取 一 流体 微 元 ,如 图 4-17(b) 所 示 , 微 元 的 上 下 两 层 流体 接触 面积 为 A(m*)、 两 
层 距离 为 dy(m) ,两 层 间 粘性 阻力 为 FON) ,两 层 的 流速 分 别 为 ww 和 十 du(《m/s)。 
对 于 这 一 流体 微 元 ,可 以 看 成 是 在 某 一 瞬时 间隔 di(s) 内 发 生 了 剪 切 变形 的 过 程 。 
剪 切 应 变 一 般 用 它 在 剪 切 应 力作 用 下 转 过 的 角度 来 表示 , 即 0— dz/dy, 则 剪 切 应 
变 的 速率 为 
y= 9 = dr/dy -dz/d _ du 
dt dt dy dy 


可 见 液体 的 流动 是 一 个 不 断 变形 的 过 程 。 可 用 应 变 大 小 与 应 变 所 需 时 间 之 比 
表示 变形 速率 。 式 (4-25) 表 示 的 剪 切 应 变速 率 就 是 液体 的 应 变速 率 ,也 称 剪 切 速 
率 或 速度 梯度 D s. 


(4-25) 


utdu_ F 
— 


图 4-17 牛顿 流动 (a) 与 剪 切 速率 (b) 


不 同 粘度 的 液体 应力 与 应 变速 率 存在 一 定 函 数 关系 ,把 表示 液体 所 受 剪 切 应 
力 与 剪 切 速率 的 函数 关系 式 称 为 “流动 状态 方程 ”。 


牛顿 型 流体 的 流动 状态 方程 为 
= 本 二 (4-26) 


式 中 : c 990] 7] ,Pa; 
4 一 一 粘度 ,Pa，s; 
7 一 一 剪 切 速率 ,s  。 
/为 剪 切 应 力 与 剪 切 速率 (应 变速 率 ) 之 间 的 比例 系数 ,表示 液体 流动 阻力 的 
大 小 ,被 定义 为 粘度 。 
牛顿 型 流体 的 流动 特征 是 , 剪 切 应 力 与 剪 切 速率 成 正比 ,粘度 只 是 温度 的 函 
数 ,不 随 剪 切 速率 的 变化 而 变化 。 牛 顿 型 流体 流动 剪 切 速率 与 剪 切 应 力 的 关系 、 剪 
切 速率 与 粘度 的 关系 如 图 4-18 所 示 。 这 表明 牛顿 型 流体 的 粘度 与 流动 状态 无 关 ， 
搅拌 缸 内 搅拌 转 数 的 高 低 对 流体 的 粘度 没有 影响 ,整个 搅拌 猎 内 粘度 分 布 均匀 。 
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低 分 子 量 的 液体 或 溶液 一 般 为 牛顿 型 流体 。 用 水 解 糖 或 废 糖蜜 等 原料 为 培养 液 的 
细菌 醒 .酵母 醒 为 牛顿 型 流体 。 


人 


(a) : (b) 
图 4-18 牛顿 流动 特性 曲线 
(a) 剪 切 速度 与 剪 切 应 力 的 关系 ; (b) 剪 切 速率 与 粘度 的 关系 


2. 非 牛顿 型 流体 的 流 变 特性 


通常 将 不 服从 牛顿 型 流体 定律 的 流体 称 为 非 牛 顿 型 流体 。 非 牛顿 型 流体 的 流 

动 状态 方程 可 用 下 面 的 经 验 公 式 表 示 

t= ky" (4-27) 
式 中 : k 为 粘性 常数 ,Pa.s" ;7 为 流 态 特性 指数 。 显 然 当 x 一 1 时 ,上 式 就 是 牛顿 型 
WEAR k=, ERP, pa =R , 则 非 牛顿 型 流体 流动 状态 方程 可 写 
为 与 牛顿 型 流体 相似 的 形式 

T= pY 

由 上 式 可 以 看 出 ,p 与 yy, 有 同样 的 量 纲 ,表示 同样 物理 特性 ,所 以 称 ,为 表 观 
粘度 。 然 而 与 4 不同 的 是 ,yp 与 粘性 常数 & 和 流 态 特性 指数 n 有 关 , 且 是 剪 切 速率 
7 的 函数 。 因 此 ,py, 对 应 着 一 定 的 剪 切 速率 ,也 就 是 说 ,y, 是 非 牛顿 型 流体 在 某 一 
定 流速 的 粘度 。 

在 非 牛 顿 型 流动 状态 方程 式 中 , 当 0 一 2<1 时 , 即 表 观 粘度 随 着 剪 切 应 力 或 前 
切 速率 的 增 大 而 减少 的 流动 , 称 作 拟 塑性 流动 , 亦 称 准 塑 性 流动 或 假 塑性 流动 。 因 
为 随 着 流速 的 增加 , 表 观 粘度 减少 ,所 以 也 称 为 剪 切 稀 化 流动 。 符 合 拟 塑性 流动 规 
律 的 液体 称 为 拟 塑性 液体 。 拟 塑性 液体 的 流动 特性 曲线 如 图 4-19 所 示 。 图 中 
如一 tanbi(i 一 1,2,…) 为 表 观 粘度 。 

TE BE .曲霉 . 链 霉 菌 等 丝 状 菌 的 培养 液 .高 浓度 的 植物 细胞 ,酵母 悬浮 液 往往 表 
现 出 拟 塑 性 流体 的 流动 特性 。 一 些 生产 多 糖 的 微生物 发 酵 液 .也 因 微生物 分 泌 的 
多 糖 而 呈 拟 塑性 的 流动 特征 。 

在 非 牛 顿 型 流动 状态 方程 式 中 , 当 1 二 n 二 时 , 称 为 胀 塑 性 流动 。 它 的 流动 
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特性 曲线 如 图 4-20 所 示 。 即 表 观 粘度 随 着 剪 切 应 力 或 剪 切 速率 的 增 大 而 逐渐 增 
大 ,由 于 这 一 特点 , 胀 塑 性 流动 也 被 称 为 剪 切 增 稠 流动 。 链 霉 素 、. 四 环 素 和 卡 那 霉 
素 的 前 期 发 酵 液 往往 表现 出 胀 塑 性 流动 特征 5 。 


LEA 


图 4-20 胀 塑性 流动 特性 曲线 


塑性 流动 是 指 流动 特性 曲线 不 通过 原点 的 流动 。 某 些 发 酵 液 在 小 的 应 力作 用 
时 并 不 发 生 流动 , 当 应 力 超过 某 一 界限 值 ro。 时 才 开 始 流动 。 其 流动 特性 曲线 如 
图 4-21 所 示 。 对 于 塑性 流动 , 当 应 力 超过 co 时 ,流动 特性 符合 牛顿 型 流动 规律 的 
流动 称 为 宾 汉 流动 ,对 于 不 符合 牛顿 型 流动 规律 的 流动 , 称 为 非 宾 汉 塑性 流动 。 

黑 曲霉 . 产 黄 青 霉 ` 灰 色 链 霉菌 等 丝 状 菌 的 发 酵 液 表 现 出 宾 汉 塑性 流动 特征 。 

应 当 注 意 的 是 , 某 些 非 牛顿 型 发 酵 柄 的 流 变 特性 曲线 还 随 着 培养 时 间 而 变化 。 
图 4-22 是 真菌 Aspergillus awamori 发 酵 液 的 粘性 常数 上 和 流 态 特性 指数 n 随 发 
酵 时 间 的 变化 情况 。 

发 酵 液 的 表 观 粘度 不 但 是 剪 应 速率 的 郴 数 , 同 时 还 是 & 和 ?7 的 函数 ,表现 为 随 
培养 时 间 而 变化 。 培 养 液 流 变 特性 主要 取决 于 细胞 的 浓度 和 形态 。 培 养 液 的 组 成 
十 分 复杂 ,除了 溶解 于 水 的 各 种 营养 成 分 和 代谢 产物 之 外 ,还 有 大 量 的 细胞 。 随 着 
培养 时 间 的 变化 , 丝 状 细胞 的 数量 和 形态 是 变化 的 ;此 外 , 随 培 养 时 间 变 化 的 培养 
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4-21 塑性 流动 曲线 
(a) 宾 汉 流动 ;(b) 非 宾 汉 塑性 流动 
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图 4-22 Aspergillus awamori 培养 液 的 粘性 常数 上 和 
流 态 特性 指数 n 随 培养 时 间 的 变化 


基 中 不 溶性 固形 物 的 量 多糖 和 胞 外 大 分 子 代谢 产物 也 均 在 一 定 程度 上 影响 粘度 
系数 和 流 态 特性 指数 n。 


3. 非 牛顿 型 流体 的 搅拌 功率 计算 


非 牛顿 型 流体 的 流动 与 功率 消耗 的 关系 很 复杂 ,针对 一 些 具体 的 反应 物 系 已 

得 到 一 些 规律 。 非 牛顿 型 流体 搅拌 功率 的 计算 可 借鉴 牛顿 型 流体 搅拌 轴 功 率 的 计 

算 方 法 。 但 是 ,不 同 搅拌 转 数 下 , 非 牛顿 型 流体 的 表 观 粘度 是 不 同 的 ,这 就 不 能 确 

定 搅拌 雷诺 数 ,所 以 不 能 像 牛 顿 型 流体 那样 做 出 功率 准 数 Ne 与 搅拌 雷诺 数 Re. 的 关 

系 图 。 因 此 ,必须 先知 道 粘 度 与 搅拌 转 数 之 间 的 关系 ,再 依次 确定 Re, Np PSI P, 

Metzner 等 55 对 非 牛顿 型 流体 进行 了 大 量 的 实验 ,发现 搅 拌 造 成 的 平均 剪 

应 速率 主要 取决 于 叶轮 转 数 ,与 其 他 变数 基本 无 关 。 提 出 非 牛顿 型 流体 的 平均 剪 
应 速率 与 搅拌 转 数 成 正比 

Yzy = kN (4-28) 
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式 中 : ya 一 一 液体 的 平均 剪 应 速率 ,s 一 ; 
NN 一 一 搅拌 器 转 数 ,r/s; 
k 一 一 比例 系数 。 
比例 系数 & 的 范围 为 10 一 13 ,对 常用 的 几 种 搅拌 叶轮 ,建议 & 可 取 11.0。 
将 在 非 牛 顿 型 流体 中 的 功率 准 数 与 搅拌 雷诺 数 在 双 对 数 坐 标 上 标 绘 , 得 到 的 
曲线 与 牛顿 型 流体 的 相似 ,如 图 4-23 所 示 。 


^01 10 10 10 
Rem 


E 4-23 拟 塑性 流体 的 功率 准 数 与 搅拌 雷诺 数 的 关系 5 
注 : n 一 流 态 特 性 指数 ; 工 一 反应 器 直径 ; D 一 搅拌 器 直径 


当 Re, —10 时 ,液体 处 于 层 流 状态 ; 当 Res 7300 时 ,液体 处 于 汕 流 状态 ，Np 保 
持 恒定 ;而 10- Re, —300 时 ,液体 为 过 渡 流 状态 ,Np 与 Re。 之 间 的 关系 比较 复杂 。 

计算 非 牛顿 型 流体 搅拌 功率 时 ,首先 确定 搅拌 转 数 ,利用 Metzner 等 提出 的 剪 
应 速率 与 搅拌 转 数 的 经 验 式 (4-28) 计 算 该 搅拌 转 数 下 的 平均 前 应 速率 ;第 二 , 测 
定 给 定 温度 下 菌 体 生长 最 旺盛 时 发 酵 柄 的 流 变 特性 曲线 ,根据 既定 转 数 下 计算 出 
的 平均 剪 应 速率 查 得 显示 粘度 ws; 第 三 ,在 几何 相似 的 小 试验 饶 里 ,绘制 Np Rem 
曲线 ;第 四 ,对 于 几何 相似 的 大 型 搅拌 缸 , 按 牛顿 型 流体 计算 搅拌 功率 的 方法 计算 
Po 和 P,. 

Metzner 等 的 大 量 实测 数据 表明 , 非 牛顿 型 流体 与 牛顿 型 流体 的 Np 与 Re. Il 
线 的 差别 仅 存在 于 10— Re, —300 区 间 内 , 当 Re; — 300 之 后 , 非 牛 顿 流体 与 牛顿 
型 流体 的 Np 与 Re 曲线 基本 重合 。 所 以 ,只 要 避 开 10 二 Re 二 300 区 间 , 可 以 用 牛 
顿 型 流体 的 Np 与 Re 曲线 代替 非 牛顿 型 流体 的 Ne 与 Re 曲线 ,近似 计算 非 牛顿 
流体 的 搅拌 功率 。 
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4.5 影响 Ka 的 因素 


从 一 定 意义 上 讲 , 深 层 培 养 反 应 器 体积 传 氧 系数 Ka 值 愈 大 ,好 氧 生物 反 应 
器 的 传 质 性 能 愈 好 。 因 此 ,有 必要 了 解 影响 Kia 值 大 小 的 主要 因素 。 

影响 Kia 值 大 小 的 主要 因素 有 反应 器 结构 .操作 变量 和 反应 液 的 理化 性 质 三 
类 。 反 应 器 结构 指 反 应 器 类 型 ` 反 应 器 结构 尺寸 .空气 分 布 器 的 型 式 等 ,操作 变量 
包括 通风 量 , 转 数 、 搅 拌 功率 、 温 度 、 龟 压 等 ,反应 液 的 理化 性 质 指 发 酵 液 粘 度 、 密 
度 、 表 面 张力 等 。 


4.5.1 反应 器 结构 参数 和 操作 变量 对 Kia 的 影响 


通用 式 发 酵 饶 中 搅拌 器 的 型 式 .组 数 以 及 搅拌 器 之 间 的 适宜 距离 对 氧 传递 能 
力 有 一 定 的 影响 。 往 往 要 根据 发 酵 液 的 性 质 来 确定 搅拌 器 的 型 式 、 组 数 以 及 搅拌 
器 之 间 的 适宜 距离 。 通 常情 况 下 , 当 高 径 比 为 2. 5 时 ,在 搅拌 器 之 间 的 距离 适合 的 
前 提 下 ,用 多 组 搅拌 器 可 提高 体积 传 氧 系数 10% 左 右 ; 当 高 径 比 为 4 时 ,采用 较 高 
空气 流速 和 较 大 的 功率 时 ,多 组 搅拌 器 可 提高 体积 传 氧 系数 25A Ie s 

在 单位 体积 功 耗 和 空气 流量 不 变 的 前 提 下 ,体积 传 氧 系数 随 高 径 比 的 增 大 而 
增 大 。 当 反应 器 的 高 径 比 由 1 增加 到 2 时 ,Kia 可 增加 40% 左 右 ; 当 高 径 比 由 2 
增加 到 3 时 ,Kia 可 增加 20% 左 右 。 因 此 ,进行 好 氧 发 酵 炙 设 计时 ,人 们 常常 采用 
较 大 的 高 径 比 。 

好 氧 的 机 械 搅拌 缸 安 装 的 挡 板 或 以 垂直 冷却 管 兼 当 的 挡 板 ,可 以 避免 搅拌 时 
液体 在 反应 缸 中 心 形成 凹陷 的 洲 涡 , 它 迫 使 液体 产生 次 生 流 折 向 反应 器 中 心 ,减少 
液体 回旋 运动 ,不 让 大 量 空气 通过 洲 涡 外 逸 , 从 而 提高 气 液 混合 效果 。 


4.5.2 反应 器 结构 参数 和 操作 变量 与 Ka 之 间 的 关联 式 


建立 Kia 与 设备 参数 .操作 变数 之 间 的 关系 式 对 于 准确 量化 分 析 影响 Kua 的 
因素 ,从 而 设计 和 操作 生物 反应 器 是 非常 必要 的 。 建 立 Kia 与 设备 参数 、 操 作 变 
数 之 间 的 关系 式 的 另 一 个 重要 目的 是 用 于 深层 培养 反应 设备 的 比拟 放大 。 如 果 在 
小 的 试验 设备 里 获得 了 好 氧 培养 的 满意 成 绩 , 同 时 还 证 明 溶 氧 速率 是 影响 生产 成 
绩 的 关键 ,那么 ,就 可 采用 适当 的 方法 测定 这 个 小 型 试验 设备 的 Kia (8 ,然后 根据 
Kia 与 设备 参数 以 及 操作 参数 之 间 的 关系 式 , 在 保证 小 型 反应 缸 和 生产 设备 具有 
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相同 的 Kia 值 的 前 提 下 ,确定 设备 的 几何 尺寸 和 操作 参数 ,设计 大 的 反应 缸 。 

由 此 看 来 ,Kua 与 设备 参数 以 及 操作 参数 之 间 的 关系 式 是 深层 培养 反应 器 设 
计 和 放大 的 根本 ,而 且 关系 式 应 该 适合 较 宽 的 设备 尺寸 范围 和 较 大 的 操作 参数 范 
围 。 但 是 ,建立 这 样 的 带 有 经 验 性 质 的 准确 的 关系 式 是 比较 困难 的 。 已 建立 的 这 
类 关系 式 中 ,多 数 是 在 设备 容量 和 操作 变量 变化 范围 不 大 的 情况 下 取得 的 ,应 用 时 
具有 一 定 的 局 限 性 。 

由 于 测定 Kia 的 方法 具有 不 同 的 机 制 , 因 此 采用 不 同 的 方法 测定 的 Kia 值 
可 能 存在 明显 的 差别 。 迄 今 所 获得 这 类 关系 式 中 的 Ka 值 多 是 采用 亚 硫 酸 盐 氧 
化 法 测定 的 。 

Richards 5 4R} Rushton'? fl Calderbank529 的 量 纲 分析 式 ,将 自己 和 其 他 学 
者 在 2.5 一 8500 L 通气 搅拌 缸 中 获得 的 试验 数据 按 KaK’ CP,/V)*  V,* N** fe 
坐标 中 进行 标 绘 , 提 出 了 下 面 的 关联 式 : 


Kia = K' (P,/V)* *V,* 5 NS (4-29) 
式 中 : Pe 一 一 通气 条 件 下 搅拌 轴 功 率 ,kW; 
V 一 一 装 液 体积 ,ms ; 
V,. 一 一 空 截面 气 速 ,cm/min; 
NN 一 一 转 数 ,r/min。 


试验 的 通气 搅拌 饶 采 用 的 搅拌 器 ,为 一 组 圆 盘 平 直 叶 涡轮 或 螺旋 桨 ,用 亚 硫 酸 
钠 氧 化 法 测定 Ke。 但 是 ,Richards 发 现 ,如 果 按 照 不 同 大 小 反应 贸 的 数据 点 进行 
过 细 的 分 析 , 就 会 出 现 不 同 斜 率 或 不 同 截 距 的 线 。 

福田 秀 雄 等 采用 体积 为 100 L 一 42 ms 的 各 种 比例 的 通风 搅拌 缸 , 用 亚 硫 酸 盐 
氧化 法 测定 Kas HEITT 60 组 实验 。 首 先 按 Richards 提出 的 关系 式 Kia 一 
K'(Ps/V)”“V,”，N" 在 双 对 数 坐 标 纸 上 标 绘 , 发 现 数 据 是 相互 平行 的 直线 ,斜率 
为 1.4, 截 距 不 同 ,如 图 4-24 所 示 。 福 田 秀 雄 还 发 现 , 撑 拌 涡轮 的 只 数 Ni ,不 仅 对 
通气 时 的 搅拌 功率 P, 有 影响 ,还 影响 上 述 关 系 式 中 直线 截 距 的 大 小 。 经 过 对 试验 
数据 进行 整理 和 分 析 ,福田 秀 雄 借鉴 Richards 的 关联 式 , 提 出 下 列 关 系 式 尼 ] ， 

Ka = (2. 36 +3. 30N;) (P/V V, N" x 107? (4-30) 
式 中 : Ks 一 一 以 氧 的 分 压 差 为 推动 力 的 体积 溶 氧 系数 ,mol/ (mL * min * atm); 
P, 一 一 通气 条 件 下 搅拌 轴 功 率 ,kW; 


V 一 一 装 液体 积 ,ms ; 
V. 一 一 空 截面 气 速 ,cm/min; 
和 NN 一 一 转 数 ,r/min。 


按 福 田 秀 雄 的 关系 式 把 试验 数据 标 绘 在 双 对 数 坐标 上 ,如 图 4-25 所 示 。 
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图 4-24 Ka- CP, /V)* V,^5 No5 的 关系 D9 图 4-25 福田 秀 雄 的 修正 式 C 


注 : 其 中 Ps 的 单位 为 马力 
1 马力 =735. 499 W 

多 位 学 者 提出 的 Kia 与 设备 参数 .操作 变数 之 间 的 关系 式 可 归纳 为 下 面 的 一 

般 式 : 
Kia = K (P,/V*V,? (4-31) 

式 中 的 KK.a\8 BEIR s fit PE AUS D 209 SX JU fp SF APE d DEA ,操作 参 变量 范 
围 以 及 Kra WENE MEE. Bartholomew”? 4& H «o. ff Bi Jc Jo E (9 [s UR Tn 
呈 下 降 趋势 , 装 液 量 为 9 L 培养 饶 的 a Jy 0. 95, 装 液 量 500 Jc IE MERI a 降低 为 
0. 67 ,而 装 液 量 27 一 54 m? MER] a 只 有 0. 50。 表 4-7 是 反应 器 规模 对 a 和 8B 值 
的 影响 。 表 4-8 是 带 有 两 层 搅拌 器 的 小 型 发 酵 缸 中 ,不 同型 式 搅拌 器 的 Me 
Sideman 46 f& Hi ,通常 0 一 ac<1,0.43 一 8 一 0. 95。 


表 4-7 反应 器 规模 对 a 和 值 的 影响 


反应 器 尺寸 /L a B 
5 0.95 0. 67 
500 0.6—0.7 0. 67 
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表 4-8 搅拌 器 型 式 对 a 和 值 的 影响 


搅拌 器 型 式 a B 

六 平 叶 涡轮 0. 933 0. 488 
六 弯 叶 涡轮 1.00 0.713 
六 箭 叶 涡轮 0.755 0.578 


在 其 他 条 件 相同 时 , 非 牛 顿 型 流体 与 牛顿 型 流体 相 比 , 非 牛 顿 型 流体 的 KLa 
关系 式 中 的 K 与 a 都 相对 较 低 。 
对 气流 搅拌 式 生 物 反应 器 , 当 采 用 非 粘 性 液体 的 发 酵 物 系 时 ,有 下 列 关系 式 ， 


Kia = KV, (4-32) 
式 中 : V, 一 一 气体 的 空 塔 速率 ,m/s; 
KK 一 一 经 验 常数 ; 
a 一 一 经 验 常数 。 


K 值 一 般 在 0. 24 一 1. 45 范围 内 ,a 在 0.78 一 1 范围 内 。K 值 主要 受 喷嘴 形式 
影响 , 当 喷 嘴 由 单 孔 改 为 烧结 板式 的 时 候 ,K 值 增加 3 倍 , 其 次 被 流体 的 性 质 所 影 
响 。 当 气流 搅拌 式 生 物 反应 器 的 直径 大 于 15 cm 之 后 , Kia 值 与 反应 器 的 直径 
(15—5500 cm) 无 关 。 

值得 注意 的 是 ,建立 这 类 关系 式 时 ,常常 将 液 相 的 物性 参数 作为 常量 来 考虑 。 
而 实际 的 有 生物 代谢 活动 的 发 酵 液 的 物性 参数 并 非 都 是 常量 。 但 是 ,如 果 把 微 生 
物 的 代谢 活动 对 Kia 的 影响 也 体现 在 这 类 关系 式 内 ,那么 , Kia 将 同时 是 发 酵 时 
间 的 复杂 函数 ,这 样 一 来 ,在 一 定 程度 上 可 能 限制 了 关系 式 的 广泛 应 用 。 因 此 ， 
Kia 与 设备 参数 、 操 作 变 数 之 间 的 关系 式 对 实际 发 酵 体系 具有 非常 重要 的 参 比 
意义 。 


4.5.3 液体 性 质 和 其 他 因素 对 Kia 的 影响 


如 上 所 述 , 有 关 体 积 传 氧 系数 的 关系 式 多 是 在 没有 微生物 生长 的 亚硫酸钠 稀 
溶液 的 牛顿 型 流体 中 经 实验 而 得 到 的 。 物 性 参数 都 作为 常量 归 入 常数 项 内 。 然 
而 ,对 于 有 细胞 生长 的 培养 液 来 说 ,无 论 是 牛顿 型 流体 ,还 是 非 牛顿 型 流体 , 随 着 培 
养 的 进行 , 底 物 在 不 断 消耗 , 菌 体 在 生长 ,细胞 代谢 产物 在 积累 ,培养 液 的 物性 参数 
随 之 变化 ,Kua 值 会 受到 诸多 因素 的 综合 影响 而 变化 。 


1. 离子 强度 
发 酵 液 中 常 含 有 多 种 盐 类 ,其 离子 强度 可 达 0. 2 一 0. 5 g/L。 氧 气 在 电解 质 溶 
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液 中 形成 的 气泡 比 在 水 中 小 得 多 ,所 以 有 较 大 的 比 表面 积 。 因 此 ,在 相同 的 操作 条 
件 下 ,电解质 溶液 的 Ka 值 比 在 水 中 的 大 ,并 且 随 电解 质 浓度 的 增加 ,Kia 值 也 有 
较 大 的 增加 。 图 4-26 表示 电解 质 溶 液 的 浓度 对 Kia 值 的 影响 。 一 些 有 机 溶剂 如 
甲醇 、 乙 醇和 丙酮 也 有 类 似 的 现象 。 


Kia (ERR) 
Kia GK) 


9 O;/Na;SO, 
^ NaCl 

V CH,0H 

+ Ni/NaSO, 
X Na,SO, 


.51 2 5 10 20 50 100200 
C K(g]L) 


图 4-26 溶液 浓度 对 KLa 的 影响 


2. 表面 活性 剂 


深层 培养 过 程 中 ,为 防止 大 量 泡沫 产生 , 常 加 入 少量 的 消 泡 剂 。 消 泡 剂 是 具有 
亲 水 基 和 亲 油 基 的 表面 活性 剂 。 另 外 ,细胞 在 代谢 过 程 中 也 会 产生 一 些 具有 表面 
活性 的 物质 ,如 蛋白 质 等 。 表 面 活性 剂 对 氧 传递 有 两 方面 影响 ,一 方面 , 它 使 液体 
表面 张力 下 降 ,气泡 直径 变 小 ,单位 体积 液体 中 气泡 的 总 表面 积 值 增加 ; 另 一 方 
面 ,表面 活性 剂 易 吸附 在 气 液 界面 处 , 它 减 小 了 气 液 界面 附近 液体 的 流动 性 ,使 氧 
的 液 膜 传递 阻力 增加 , 增 大 了 界面 的 传递 阻力 。 图 4-27 表明 在 水 中 加 入 表面 活性 
剂 月 桂 基 磺 酸 钠 (NaLSO,) 对 体积 传 氧 系数 IK a 和 液 膜 传 质 系数 kL 的 影响 9 。 

水 中 的 月 桂 基 矶 酸 钠 浓 度 很 低 就 使 得 Kia 和 ki 急剧 下 降 , 虽 然 此 时 气泡 直径 
也 有 一 定 程 度 的 减 小 ,造成 单位 体积 中 气泡 比 表 面积 a 增加 ,但 已 下 降 的 影响 超 
过 a 增加 的 作用 ,所 以 Kia 仍然 下 降 很 多 ; 随 着 月 桂 基 础 酸 钠 浓度 的 增加 , ki 值 不 
再 继续 下 降 ,而 气泡 直径 继续 减 小 ,因此 Ka 降 至 最 低 点 之 后 , 稍 有 增加 的 趋势 。 

发 酵 旺盛 期 间 ,发 酵 液 中 会 产生 大 量 不 易 破碎 的 泡沫 ,容易 造成 逃 液 现象 。 在 
这 类 泡沫 中 , 氧 分 压 很 低 , 而 二 氧化 碳 的 分 压 则 很 高 。 这 样 的 情况 下 加 入 消 泡 剂 消 
泡 , 虽 然 会 因 Kra 值 的 下 降 引 起 液 相 溶 氧 浓度 明显 的 下 降 , 但 在 发 酵 过 程 中 却 是 
必须 的 操作 。 
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Kiahh ^! 


Ki/(cm/h) 


NaLSO, 浓度 /(mg/L) 


0 510 25 50 75 
NaLSO, iftlt/ (mg/L) 


图 4-27 表面 活性 剂 月 桂 基 硕 酸 钠 (NaLSO, ) 浓 度 对 KLa、kL 和 ds 的 影响 


3. 细胞 形态 和 浓度 


一 般 来 说 ,细胞 的 形态 对 KLa 值 有 显著 的 影响 。 例 如 , 丝 状 菌 悬 浮 液 的 KLa 
值 只 有 相同 浓度 球状 菌 开 ca 值 的 一 半 。 这 主要 是 由 于 丝 状 菌 和 球状 菌 悬 浮 液 的 
流动 特性 差别 较 大 , 丝 状 菌 悬 浮 液 的 稠度 系数 约 为 球状 菌 的 10 倍 , 且 流动 特性 指 
数 几 乎 为 零 ,而 球状 菌 的 流动 特性 指数 约 为 0.4, 因 此 , 丝 状 菌 悬 浮 液 非常 粘 稠 , 非 
牛顿 特性 明显 , 氧 从 气相 到 液 相 的 传递 速率 低 。 

丝 状 菌 细胞 的 浓度 对 Kia 值 也 有 显著 的 影响 。 培 养 液 中 丝 状 菌 细胞 浓度 的 
增加 ,会 使 Ka 值 显著 降低 。 图 4-28 是 黑 曲霉 浓度 与 Kia 的 关系 。 对 于 细菌 和 
酵母 类 的 培养 液 而 言 ,细胞 浓度 的 增加 对 KLa 的 影响 一 般 较 小 。 

值得 注意 的 是 , 当 丝 状 菌 在 培养 液 中 形成 细小 的 菌 丝 球 时 ,培养 液 的 氧 传递 特 
性 得 到 明显 改善 ,Ka 值 较 不 成 球状 的 菌 丝 体 悬 浮 发 酵 体 系 要 大 很 多 。 发 酵 工 业 
中 , 菌 丝 成 球 的 现象 并 不 少见 ,如 以 淀粉 类 原料 为 主要 底 物 的 黑 曲霉 的 柠檬 酸 发 酵 
过 程 , 黑 曲霉 菌 丝 体 形成 细小 且 较 均匀 的 约 0. 3 一 0. 5 mm 菌 丝 球 。 
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图 4-28 菌 丝 浓度 对 KLa 的 影响 


4.6 ”培养 液 中 传 氧 速率 的 调节 


工业 上 深层 培养 过 程 中 ,需要 保持 培养 液 具 有 一 定 的 溶 氧 浓度 ,以 满足 细胞 生 
长 代谢 的 需求 。 如 前 所 述 ,真实 细胞 培养 液 中 的 Kia 值 受 多 种 因素 的 影响 ,这 就 
可 能 导致 培养 液 中 溶 氧 浓度 的 显著 降低 ,以 至 于 可 能 影响 目标 产物 的 产量 和 产 率 。 
例如 ,培养 过 程 中 菌 体 的 对 数 生长 期 到 来 时 , 菌 体 的 耗 氧 速率 迅速 增加 ,导致 原 有 
供 氧 . 耗 氧 平衡 的 改变 ,有 可 能 使 培养 液 内 溶 氧 浓度 降低 到 临界 浓度 以 下 ,此 时 应 
该 采取 必要 的 措施 提高 传 氧 速率 。 此 时 如 果 未 能 及 时 采取 措施 提高 传 氧 速率 ,也 
许 由 于 传 氧 推动 力 的 自动 增加 以 及 微生物 在 临界 溶 氧 浓度 以 下 呼吸 强度 的 减弱 ， 
而 在 短 时 间 内 使 溶 氧 浓度 暂时 回升 到 临界 值 以 上 。 但 是 ,如 果 此 时 因 需 要 刚 加 了 
消 泡 剂 ,或 刚刚 补 了 料 ,就 很 可 能 使 溶 氧 浓度 在 临界 值 以 下 停留 较 长 的 时 间 , 从 而 
造成 产量 和 产 率 的 下 降 , 其 至 生产 的 彻底 失败 。 

由 体积 传 氧 速率 方程 Ny 二 Kia(C" 一 C) 分 析 , 提 高 传 氧 速率 的 途径 主要 有 提 
高 体积 溶 氧 系数 Kua 值 和 提高 传 氧 推动 力 两 个 方面 。 可 根据 具体 的 情况 采用 如 
下 的 主要 途径 : 

CD 增加 搅拌 转 数 

增加 搅拌 转 数 可 以 使 通 入 的 空气 被 充分 破碎 并 被 分 散 成 细小 的 气泡 ,防止 小 
气泡 的 凝 并 ,从 而 增加 气 液 接触 面积 ;增加 搅拌 转 数 还 使 液体 汕 动 程度 增加 , 减 小 
气泡 周围 液 膜 厚度 , 减 小 菌 体 细胞 周围 液 膜 厚度 ,从 而 减 小 气 液 传递 阻力 。 

由 搅拌 功率 的 计算 式 以 及 Kia 与 设备 参数 和 操作 变数 的 关系 式 也 可 知 , 增 加 
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搅拌 转 数 N ,可 以 提高 通气 时 的 搅拌 功率 Ps, 从 而 可 以 有 效 提高 Kia 值 。 但 是 ， 
搅拌 速度 的 增加 是 有 限度 的 。 过 度 强烈 的 搅拌 会 产生 较 高 的 前 切 力 , 对 细胞 可 能 
造成 损伤 ,尤其 是 对 于 丝 状 菌 和 动 植物 细胞 的 培养 体系 ,更 应 该 考虑 细胞 对 搅拌 前 
切 力 的 耐 受 程度 。 同 时 ,强烈 的 搅拌 还 会 产生 大 量 的 搅拌 热 ,会 加 重 反应 器 传 热 的 
负荷 。 

(2) 增 大 通风 量 

在 原 有 通风 量 较 低 的 时 候 , 增 大 通风 量 可 以 显著 提高 气体 的 空 截面 气 速 ,有 利 
于 对 流 的 产生 ,可 以 有 效 提 高 KLa 值 。 但 是 ,空气 流速 的 增加 是 有 一 定 限度 的 , 通 
气量 过 大 ,搅拌 器 不 能 有 效 地 打 碎 气泡 并 使 气泡 分 散 到 液 相 中 ,气泡 就 会 合并 成 大 
气泡 在 搅拌 器 的 周围 移出 ,此 时 Kia 值 反 而 会 下 降 。 实 际 操作 中 一 定 要 考虑 通风 
量 和 搅拌 转 数 的 合理 配合 ,才能 有 利于 氧气 传递 速率 的 提高 。 

对 于 鼓 泡 式 和 气 升 式 的 气体 搅拌 式 生物 反应 器 ,通气 既 起 到 气流 搅拌 的 作用 ， 
同时 又 提供 细胞 反应 需要 的 氧 。 在 一 定 的 气体 流速 范围 内 ,体积 传 氧 速率 直接 与 
气体 流速 相关 联 , 增 大 空气 流速 ,有 利于 传 氧 速率 的 提高 。 但 是 ,由 于 在 反应 器 内 
除了 空气 分 布 器 外 ,没有 空气 破碎 装置 ,大 量 气 体 的 通 入 会 使 气泡 合并 ,使 得 反应 
器 内 的 流体 从 均匀 的 鼓 泡 流 到 非 均匀 鼓 泡 流 ,再 到 节 涌 流 , 气 液 传递 效果 变 差 。 

G) TOI E JE 

n8 ah e ES E S AI 77 1 ole Me e ^C Pe E 7), HI dE SEE I rp EA E 
3p F E, P o AD MEE E. PR BETS T ARAE Me PEL T CAS YA ERE mp iE 
他 气体 成 分 如 二 氧化 碳 的 分 压 也 同时 增加 ,同时 还 使 得 发 酵 过 程 中 产生 的 二 氧化 
碳 溶解 度 增加 ,不 利于 排出 ,导致 培养 液 的 酸度 增加 ;其 次 ,提高 饶 压 就 要 相应 增加 
空 压 机 的 出 口 压力 ,这 就 增加 了 动力 消耗 。 因 此 ,提高 饶 压 是 有 一 定 限 度 的 。 

(4) 增加 气体 组 成 中 的 氧 分 压 

增加 空气 中 氧 含量 可 提高 氧 的 分 压 .从 而 提高 传 氧 推动 力 。 例 如 , 深 冷 分 离 法 
可 制备 纯度 99. 62699. 8% 的 氧 ,制备 的 高 纯度 氧 可 通 入 培养 钠 、 或 青 与 空气 混 
合 后 使 用 ;吸附 分 离 法 使 空气 通过 装 有 吸附 剂 的 柱子 ,吸附 所 和 二 氧化 碳 ; 膜 分 离 
法 利用 有 机 高 分 子 膜 制 备 含 氧 30% 左 右 的 富 氧 空气 。 目 前 制备 富 氧 空气 的 成 本 
都 还 较 高 , 富 氧 通气 还 处 于 研究 阶段 。 

(5) 改变 发 酵 液 的 理化 性 质 

发 酵 过 程 中 , 丝 状 菌 的 繁殖 使 得 发 酵 液 的 粘度 增加 ,Kuva 值 下 降 。 除 了 适当 
提高 通风 量 和 撑 振 转 数 以 外 ,可 重复 地 放出 一 部 分 发 酵 液 ,补充 新 鲜 灭 菌 的 等 体积 
培养 基 , 这 就 可 使 Kia 值 大 幅度 回升 。 还 可 以 采用 补 加 无 菌 水 的 方法 降低 培养 液 
粘度 ,改善 通气 效果 。 
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(6) 加 入 氧 载体 

向 培养 液 中 添加 少量 的 水 不 溶性 的 另 一 液 相 ,例如 正 十 二 烷 , 氧 在 这 一 液 相 中 
具有 比 在 水 中 高 得 多 的 溶解 度 , 这 类 液体 称 为 氧 载体 。 氧 载体 的 应 用 起 源 于 用 正 
烷烃 生产 单 细胞 蛋白 的 研究 。 在 生产 2,3- 丁 二 醇 的 体系 中 添加 正 十 二 烷 ,Kra fh 
提高 3.5 倍 c5 。 

氧 载体 在 搅拌 的 气 液体 系 中 被 分 散 成 比 气泡 小 得 多 的 微 滴 , 一 方面 附着 在 气 
泡 表 面 ,在 气泡 和 水 的 界面 之 间 形 成 一 层 薄 膜 ,使 得 氧气 通过 水 膜 溶 于 水 相 主流 的 
推动 力 加 大 ,相应 提高 传 氧 效率 ; 男 一 方面 , 它 发 挥 着 类 似 表 面 活 性 剂 的 作用 ,降低 
水 的 表面 张力 ,使 得 气 持 率 不 变 的 条 件 下 ,增加 了 单位 体积 液体 中 的 气 液 接触 面 
积 。 可 以 认为 ,在 添加 了 和 氧 载体 的 培养 体系 中 , 氧 从 气相 溶 人 水 相 主 流 的 途径 有 两 
个 ,一 是 氧 从 气相 到 液 相 ,二 是 氧 从 气相 到 氧 载体 再 到 液 相 。 优 化 操作 条 件 可 以 有 
效 增 大 第 二 个 传递 途径 的 传 氧 量 , 明 显 提高 反应 器 的 氧 传递 速率 。 


4.7 fe WX R 


Kya 值 的 大 小 是 评价 通风 生物 反应 器 的 一 个 重要 指标 ,但 不 是 唯一 的 指标 。 
性 能 良好 的 反应 器 ,应 具有 较 高 的 Kua 值 ,同时 消耗 的 能 量 应 该 小 。 不 同形 式 ,不 
同 大 小 的 反应 器 欲 获得 相等 的 Kua 值 所 消耗 的 能 量 可 能 有 很 大 的 差别 。 因 此 ,把 
每 溶解 1 kg 溶 氧 所 消耗 的 电能 (kW . h/kg(O;)) 定 义 为 传 氧 效率 指标 。 


习 题 


4-1 通风 与 搅拌 的 作用 是 什么 ? 为 什么 提高 溶 氧 效率 是 好 氧 发 酵 缸 设计 的 
关键 ? 

4-2 ”什么 是 细胞 的 比 耗 氧 速率 (呼吸 强度 )? 什么 是 摄 氧 率 ? 二 者 的 关系 
如 何 ? 

4-3 ”什么 是 临界 溶 氧 浓度 ? 临界 溶 氧 浓度 如 何 测定 ? 是 否 所 有 的 好 氧 培 养 
过 程 都 必须 控制 溶 氧 浓度 在 临界 溶 氧 浓度 以 上 ? 

4-4 简 述 氧 从 气相 到 液 相 的 传递 过 程 特征 , 双 膜 理论 的 基本 论点 是 什么 ? 

4-5 ”体积 传 氧 系数 Kia 的 测定 方法 有 哪 几 种 ? 简 述 各 方法 的 基本 原理 。 

4-6 好 氧 发 酵 缸 常用 的 涡轮 式 搅拌 器 有 哪 几 种 形式 ? 带 圆 盘 的 涡轮 式 搅拌 
器 与 不 带 圆 盘 的 涡轮 搅拌 器 相 比 ,有 什么 特点 ? 
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4-7 计算 搅拌 功率 的 基本 思路 如 何 ? 

4-8 某 细菌 醒 发 酵 饶 的 直径 为 1. 8 m, 安 装 一 只 直径 为 0.6 m 的 圆 盘 六 平 叶 
涡轮 ,把 内 安装 四 块 标准 挡 板 ,把 压 为 1.5X105 Pa( 绝 压 ) ,搅拌 器 转 数 为 160 r/min, 
通气 量 为 1. 45 ms/ min( 已 换算 为 饶 内 状态 流量 ) , 配 液 密度 为 1020 kg/m? , 柄 液 
粘度 为 1.80X10-* N。s/m2? 。 求 通风 状态 下 的 搅拌 功率 P。。 

4-9 什么 是 非 牛顿 型 流体 ? 几 种 典型 的 非 牛顿 型 流体 的 流 变 特征 是 什么 ? 
表 观 粘度 如 何 计算 ? 

4-10” 非 牛顿 型 流体 搅拌 功率 计算 的 基本 思路 如 何 ? 

4-11 了 解 Kua 与 设备 参数 及 操作 变数 之 间 的 关联 式 。 

4-12. 提高 发 酵 缸 体积 传 氧 速 率 的 途径 有 哪些 ? 


符 号 说 明 

Qo, 比 耗 氧 速率 ,呼吸 强度 ,mol(O: )/ ke 氧气 的 气 膜 传 质 系数 ,kmol/(m。h 

(g( 干 菌 体 )，s) * atm) 
(Qo, )。 最 大 比 耗 氧 速 率 ,mol(O,)/(g( 干 菌 kL 氧 的 液 膜 传 质 系数 ,m/h 

体 )，s) Ke 以 氧 的 分 压 差 为 总 推动 力 的 总 传 质 
r HERUR ,molCO 2 /(L * s) 系数 ,kmol/(m? * h * atm) 
X 细胞 浓度 ,g/L KL 以 氧 的 浓度 差 为 总 推动 力 的 总 传 质 
C 溶 氧 浓度 ,mol/ms 系数 ,m/h 
K, 微生物 对 氧气 的 米 氏 常数 ,mol/ms Ny 体积 溶 氧 速率 ,kmol/(ms。h) 
Po, 气相 中 氧气 的 分 压 ,atm Kia 以 氧 的 浓度 差 (C" 一 C) 为 推动 力 的 
H 与 温度 有 关 的 享 利 系数 体积 溶 氧 系数 ,h 
T HE, C Ka 以 氧 的 分 压 差 为 总 传 氧 推动 力 的 体 
No, 氧 的 传递 通 量 ,kmol (O: /Cm* * h) 积 溶 氧 系数 ,mol/ (mL * min * atm) 
AP, ”各 传递 步骤 的 推动 力 (分 压 差 ) atm QQ 进 .出 空气 的 流 率 ,L/min 
P, 气 液 界面 上 氧 的 分 压强 ,atm P:P, 进出 空气 的 总 压力 ,atm 
C, 溶 于 界面 液 膜 中 的 氧 的 浓度 ,kmol XX, 进 、 出 空气 中 氧 的 摩尔 分 率 

(02) /m* V 发 酵 液体 积 , 工 
P 气相 主体 中 氧 的 分 压强 ,atm C," .C。 “与 进 气 和 排 气 氧 分 压 平衡 的 液 相 氧 
C 液 相 主体 中 溶 氧 浓度 ，kmol 浓度 

(O02)/m Np 功率 准 数 


Pt 与 液 相 主体 中 溶 氧 浓度 CHAFEE P。 不 通气 时 搅拌 器 输入 液体 的 功率 ,W 
气相 氧 的 分 压强 ,atm p 液体 密度 ,kg/ms 

c 与 气相 主体 中 氧 的 分 压强 P HO p 液体 粘度 ,N。s/m? 
的 液 相 溶 氧 浓度 ,kmol (O: )/m D 涡轮 直径 ,m 
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N 涡轮 转 数 ,r/s T 3191 7] Pa 

N, 通气 准 数 u WIBE, Pa e s 

Q,.Q 通气 量 ,m/min Y 剪 切 速率 ,s 

P, 通气 时 的 搅拌 功率 ,W k 比例 系数 

V. 液 相 体积 v 空 截面 气 速 ,cm/min 


B 搅拌 桨 叶 宽 度 
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提 要 


微生物 反应 是 在 细胞 内 进行 的 复杂 的 酶 催化 反应 。 根 据 操作 方式 不 同 , 微 生 
物 培养 过 程 可 以 分 为 分 批 培养 .连续 培养 和 分 批 补 料 培养 三 种 基本 模式 。 微 生物 
反应 动力 学 包括 细胞 生长 动力 学 .基质 消耗 动力 学 和 代谢 产物 生成 动力 学 。 由 于 
微生物 反应 过 程 的 复杂 性 ,需要 对 反应 模型 进行 简化 ,一 般 采 用 均衡 生长 的 非 结 构 
模型 描述 微生物 反应 的 动力 学 。 

在 分 批 培养 过 程 中 ,可 以 把 微生物 的 生长 分 成 延 识 期 ,对 数 生长 期 \ 减 速 期 、 稳 
定期 和 衰亡 期 五 个 阶段 。Monod 方程 描述 了 微生物 细胞 生长 速率 与 单一 限制 性 
底 物 浓度 之 间 的 关系 。 在 有 基质 抑制 和 产物 抑制 的 情况 下 ,Monod 方程 又 有 不 同 
的 表达 形式 。 在 微生物 培养 过 程 中 ,基质 的 一 部 分 形成 细胞 物质 ,一 部 分 形成 产 
物 。 如 果 基 质 为 碳 源 , 碳 源 的 一 部 分 还 供 细胞 维持 生命 活动 之 用 ,由 此 可 以 得 到 基 
质 消耗 动力 学 方程 。 根 据 产 物 生 成 速率 与 细胞 生长 速率 之 间 的 关系 ,代谢 产物 生 
成 的 动力 学 模型 分 为 产物 生成 与 生长 相关 、 产 物 生成 与 生长 部 分 相关 和 产物 生成 
与 生长 非 相关 三 种 类 型 。 

在 连续 培养 中 ,不 断 向 反应 器 中 加 入 新 鲜 培 养 基 ,同时 不 断 地 取出 培养 基 , 微 
生物 可 长 时 间 处 于 高 活力 的 对 数 生 长 期 ,连续 培养 可 运行 较 长 时 间 。 根 据 连 续 培 
养 的 特点 ,分 别 对 细胞 、 基 质 和 产物 进行 物料 衡 算 ,并 结合 细胞 生长 动力 学 模型 可 
以 得 到 菌 体 细胞 浓度 、 基 质 浓度 以 及 产物 浓度 与 稀释 速率 之 间 的 量化 关系 。 和 连续 
培养 可 以 实现 菌 体 细胞 和 代谢 产物 的 优化 生产 。 和 连续 培养 是 研究 发 酵 动力 学 和 细胞 
生理 特征 、 改 进 培养 基 、 第 选 富 集 菌 种 以 及 研究 微生物 遗传 稳定 性 的 重要 实验 手段 。 

分 批 补 料 培 养 又 称 流 加 培养 ,根据 流 加 物料 的 方式 不 同 ,分 为 恒 速 流 加 、 指 数 
流 加 和 限制 性 底 物 线性 流 加 等 儿 种 类 型 。 根 据 它 们 的 特点 分 别 进行 物料 衡 算 ,可 
以 得 到 它们 各 自 的 反应 动力 学 方程 。 


5.1 微生物 反应 过 程 概论 


微生物 反应 是 由 细菌 、 放 线 菌 .酵母 菌 和 霉菌 等 微生物 催化 的 一 类 生化 反应 过 
程 ,由 于 其 原料 来 源 丰富 、 反 应 条 件 温和 ,在 工业 生产 中 得 到 了 广泛 的 应 用 。 
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5.1.1 微生物 反应 过 程 的 主要 特征 


1. 反应 过 程 的 主体 是 微生物 细胞 


细胞 如 同 微小 的 反应 容器 ,在 反应 过 程 中 ,一 方面 细胞 从 外 界 摄 取 营养 物质 ， 
使 营养 物质 透 过 其 细胞 壁 和 细胞 膜 进入 细胞 内 ,在 细胞 内 经 过 各 种 化 学 变化 转化 
为 微生物 细胞 自身 的 组 成 物质 , 即 所 谓 同化 作用 ; 另 一 方面 细胞 内 的 组 成 物质 又 不 
断 地 被 分 解 成 为 代谢 物 而 排出 体外 , 即 所 谓 异 化 作用 。 在 细胞 内 特定 酶 系 的 催化 
作用 下 ,完成 原料 到 产物 的 转化 ,并 从 细胞 中 释放 出 一 些 产物 。 在 此 过 程 中 , 微 生 
物 细 胞 的 特性 及 其 在 反应 过 程 中 的 变化 是 影响 反应 过 程 的 关键 因素 。 


2. 反应 的 本 质 是 复杂 的 酶 催化 反应 


细胞 内 的 一 切 生 物化 学 反应 几乎 都 是 在 酶 催化 下 进行 的 。 从 简单 的 小 分 子 物 
质 转 化 为 较 复杂 或 较 大 物质 的 合成 过 程 需要 能 量 ;通过 分 解 作用 形成 的 小 分 子 物 
质 可 作为 合成 作用 的 原料 ,分解 作 用 伴 有 能 量 的 释放 。 微 生物 细胞 通过 分 解 与 合 
成 作用 保持 自身 的 物质 和 能 量 平衡 。 

微生物 反应 与 酶 催化 反应 在 对 环境 条 件 的 要 求 、 基 本 的 动力 学 规律 等 方面 有 
很 多 相同 之 处 ,但 二 者 也 有 明显 的 不 同 。 酶 催化 反应 仅 为 分 子 之 间 的 反应 ,在 反应 
过 程 中 , 酶 本 身 不 能 再 生产 ;而 微生物 反应 为 细胞 内 发 生 的 分 子 之 间 的 反应 以 及 细 
胞 与 分 子 之 间 的 作用 ,在 反应 的 同时 伴随 细胞 的 再 生产 ( 即 生 长 与 繁殖 ) 。 


3. 反应 过 程 非常 复杂 


CD 在 微生物 反应 过 程 中 ,细胞 要 经 历 生 长 .繁殖 、 维 持 、 死 亡 等 阶段 ,细胞 的 
形态 ,组 成 ,活性 都 是 动态 变化 的 。 

(2) 微生物 反应 有 多 种 代谢 途径 。 例 如 ,微生物 主要 通过 两 条 途径 对 糖 类 进 
行 分 解 代 谢 。 一 条 途径 是 葡萄 糖 先 经 酵 解 途径 (EMP 途径 ) 降 解 成 丙酮 酸 。 如 果 
系统 无 氧 . 则 丙酮 酸 将 进一步 转化 为 乙醇 .乳酸 、 丙 酮 等 代谢 产物 。 如 果 系 统 有 氧 ， 
则 丙酮 酸 进 入 三 羧 酸 循环 (TCA 循环 ) ,最 终 使 葡萄 糖 完全 氧化 分 解 为 CO, 和 
HsO。 另 一 条 途径 是 在 有 和 氧 条 件 下 葡萄 糖 直接 经 磷酸 己 糖 支 路 途径 (HMP 途径 
或 戊 糖 磷酸 途径 ) 被 彻底 氧化 成 CO。 和 H:O。 因 此 ,微生物 反应 过 程 因 条 件 不 同 
而 代谢 途径 不 同 ,最终 得 到 的 产物 也 不 同 。 

O 反应 体系 中 有 细胞 的 生长 .基质 的 消耗 和 产物 的 生成 ,三 者 的 动力 学 规律 
既 有 联系 ,又 有 明显 的 差别 ,各 有 其 最 佳 反 应 条 件 。 例 如 ,青霉素 产生 菌 的 最 适 生 
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长 温度 为 30YC ,而 其 合成 青霉素 的 最 适 温度 是 24. 7C ,所 以 ,应 该 对 整个 发 酵 周 期 
实行 变温 控制 操作 。 
上 述 因 素 造成 了 描述 .控制 和 开发 微生物 反应 过 程 的 复杂 性 。 


5.1.2. 微生物 反应 过 程 的 计量 关系 


1. 化 学 计量 式 


车 把 微生物 反应 视 为 生成 多 种 产物 的 复合 反应 ,将 产物 分 为 细胞 和 代谢 产物 

两 大 类 , 则 微生物 反应 可 定性 地 表示 为 
营养 物 — 细胞 ”十 ”代谢 产物 
(C 源 .N 源 .0, ,无 机 盐 等 ) (目的 产物 .CO, 等 ) 

上 式 只 表示 微生物 反应 的 物质 变化 情况 ,而 不 是 其 计量 关系 式 。 

对 于 由 C、H、O 构成 的 碳 源 和 以 NH; 作 为 氮 源 组 成 的 培养 基 , 在 通过 需 氧 微 
生物 反应 只 生成 CO, HO 和 另外 一 种 产物 P 时 ,可 建立 如 下 关于 化 学 元 素 的 平 
衡 方程 式 : 

CH„O, + aO; + bNH; 一 ~ cCH,OsN; + dCH,O,N, + eH;O + fCO; 

(5-1) 
式 中 ,CH,O, 是 碳 源 的 元 素 组 成 ;CH.OsNs 是 无 灰 干 菌 体 的 元 素 组 成 ;CH.O,N-。 为 
代谢 产物 的 元 素 组 成 ;abcd、e、y 分 别 代 表 了 碳 源 氧 、 氨 、 菌 体 、 代 谢 产物 ,水 和 
二 氧化 碳 的 计量 系数 。 
对 式 (5-1) 中 的 CH、O、N 进行 元 素平 衡 得 方程 式 (5-2)。 

C:1= c+d+f 

H: m + 3b = c + dx 4-2e 

O: n+ 2a = cB-- dy Fed 2f 

N: b = c + dz 

在 方程 式 (5-2) 中 ,通过 分 析 菌 体 和 产物 的 元 素 组 成 ,可 得 到 a、B.6 和 zz、y、x。 
用 气体 分 析 仪 测量 0: 和 CO; 的 含量 ,可 求 得 a HI f. 

根据 实验 数据 确定 的 某 些 关系 式 可 建立 相关 计量 系数 之 间 的 关系 ,如 根据 需 
氧 反 应 中 的 呼吸 商 RQ S y. FX 


RQ CO, 释放 速率 CER _ f 
O, 消耗 速率 OUR a 


式 中 : RQ 一 一 细胞 反应 中 每 消耗 1 mol 0O: 所 产生 的 CO; 物质 的 量 ,mol/mol,RQ 
值 可 以 通过 实验 进行 测定 。 


(5-2) 


(65-3) 
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【 例 5-1】 以 乙醇 为 基质 好 氧 培养 酵母 的 方程 式 为 
C; H5OH + aO; + bNH;—> <(CH ;NusOus) + dCO; + eH;O 
已 知 该 培养 过 程 的 呼吸 商 RQ 二 0. 6, 求 各 系数 a、b、c、d 、e。 
解 : 根据 元 素平 衡 式 (5-2) 
C 平衡 :2=c 十 d 
HH 平衡 : 6+ 3b = 1. 75c + 2e 
OÆ: 1+ 2a = 0. 5c +2d +e 
N 平衡 :2 = 0. 15c 
RQ=0. 6, Hl d=0. 6a, 与 式 (5-4) 联 立 求 解 ,得 a=2. 394, b=0. 085, c= 
0. 564, d=1. 436, e=2. 634. 


(5-4) 


反应 式 为 
C; Hs OH + 2. 3940; + 0. 085NH;—> 0. 564CCHs 75 No.15 Oo,5 ) 
+ 1. 436CO, + 2. 634H;0 (5-5) 
2. 得 率 系数 


用 元 素平 衡 的 方法 来 寻求 微生物 反应 的 计量 关系 十 分 复杂 。 为 简化 起 见 , 引 
人 得 率 系数 Y 作为 描述 微生物 反应 中 计量 关系 的 宏观 参数 ,用 得 率 系数 Yj; 对 碳 
源 等 物质 形成 菌 体 或 产物 的 潜力 进行 定量 评价 。 

CD 对 基质 的 细胞 得 率 系数 Yxws 


生成 细胞 的 量 AX 
消耗 基质 的 量 《一 AS 


Yys 


式 中 : AX 一 一 细胞 的 生成 量 ,g; 
一 AS 一 一 基质 的 消耗 量 ,mol。 
在 分 批 培养 时 ,基质 和 细胞 浓度 不 断 变化 ,细胞 得 率 系数 一 般 不 为 常数 。 在 某 
一 瞬时 的 细胞 得 率 系数 常 称 为 微分 细胞 得 率 系数 (或 瞬时 细胞 得 率 系数 ) ,其 定义 
式 如 下 : 


(5-6) 


Yws = 3X (5-7) 


式 中 : rx 一 一 细胞 的 生长 速率 ,g/h; 
rs 一 一 基质 的 消耗 速率 ,mol/h。 
在 分 批 培养 过 程 中 ,可 用 式 (5-6) 计 算 总 细胞 得 率 系数 : 


_ X-X _AX 2 
Yys — S,—S, ^ AS (5-8 
式 中 : Xo 一 一 反应 开始 时 细胞 的 浓度 ,g/L; 


So 一 一 反应 开始 时 基质 的 浓度 ,mol/L; 


第 5 章 培养 技术 与 理论 115 


X, 一 一 反应 结束 时 细胞 的 浓度 ,g/L; 
S, 一 一 反应 结束 时 基质 的 浓度 ,mol/L。 
(2) 对 碳 的 细胞 得 率 系数 Yc 
基质 作为 碳 源 时 ,无 论 是 需 氧 还 是 厌 氧 培养 ,宏观 上 碳 源 的 一 部 分 被 同化 为 细 
胞 组 成 物质 ,其 余部 分 则 被 分 解 为 二 氧化 碳 及 其 他 代谢 产物 。 用 对 碳 的 细胞 得 率 
系数 Y c 表示 由 碳 同 化 为 细胞 过 程 的 转化 效率 : 
六 = 生成 细胞 量 X 细胞 含 碳 量 


基质 消耗 量 X 基质 含 碳 量 
E ZU = Ys AC r/mol 或 g/g) (5-9) 
AP: Xc 一 一 细胞 含 碳 量 ; 


Sc 一 一 基质 含 碳 量 。 

由 于 Yc 仅 考虑 基质 与 菌 体 共同 含有 的 碳 元 素 , 比 Yws 更 合理 。1 一 Yc 表示 转 
化 成 细胞 以 外 其 他 产物 中 碳 的 分 数 。 

(3) 对 ATP 的 细胞 得 率 Y are 

微生物 通过 基质 的 氧化 获得 细胞 合成 ,物质 代谢 和 能 动 的 物质 传递 过 程 等 生 
命 活动 所 必需 的 能 量 。 但 是 ,微生物 并 未 利用 基质 氧化 的 全 部 能 量 , 只 有 在 氧化 反 
应 中 以 ATP 形式 生成 的 能 量 才能 被 微生物 生命 活动 所 利用 ,其 余 能 量 作为 反应 
热 释 放 到 环境 中 。 据 此 ,应 以 异化 代谢 过 程 中 ATP 的 生成 量 作为 细胞 得 率 系数 
的 基准 , 即 每 生成 1 mol ATP 时 所 增加 的 细胞 量 , 用 YArm 表 示 ,定义 如 下 : 


L.X _ YysMs 加 
Yar = SATP Yars (g/mol) (5-10) 


式 中 : YaArps 一 一 相对 于 基质 的 ATP 生成 得 率 , 即 每 消耗 mol 基质 生成 的 ATP 
的 量 ,mol/mol; 
Ms 一 一 基质 的 摩尔 质量 。 
大 量 实验 发 现 , 厌 氧 培养 时 的 Yar 值 与 微生物 .基质 的 种 类 无 关 , 基 本 为 常 
He BI Y ej 710 g/mol, 该 值 可 看 作 是 微生物 生长 的 普遍 特征 值 。 
(4) 得 率 系数 与 化 学 计量 系数 的 关系 
当 微 生物 反应 服从 式 (5-1) 所 表述 的 计量 关系 时 ,可 推导 出 得 率 系数 与 化 学 
计量 系数 的 关系 为 : 


对 基质 的 细胞 得 率 系数 ， Yus =p (5-11) 
对 基质 的 产物 得 率 系数 : Yes= Med (5-12) 


对 氧 的 细胞 得 率 系数 , Yu m iS (5-13) 


a 
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X. Mx Ms „Me .Mo 一 一 细胞 .基质 产物 和 氧 的 摩尔 质量 
a、\c、sd 一 一 计量 系数 。 
de 5-1 汇集 了 部 分 得 率 系数 的 定义 。 


表 5-1 部 分 宏观 得 率 系数 汇总 表 "" 


日 

得 率 系数 pend 定义 及 单位 
Yys S—X 消耗 1 mol 基质 所 获得 的 细胞 质量 (g),g( 细 胞 )/mol( 基 质 ) 
Yyo O,—X 消耗 1 mol O: 所 获得 的 细胞 质量 (g),g( 细 胞 )/mol CO; 
Yu» P~X 每 得 到 1 mol 产物 同时 得 到 的 细胞 质量 (g) ,g( 细 胞 )/mol( 产 物 ) 
Yxc CO:~X 每 得 到 1 mol CO; 同 时 得 到 的 细胞 质量 (g) ,g( 细 胞 )/mol (CO;) 
Yare ATP-—X | 消耗 1 mol ATP 同时 得 到 的 细胞 质量 (g),g( 细 胞 )/mol(ATP) 
Yws S—P 消耗 1 mol 基质 所 获得 的 产物 量 (mol) ,mol( 产 物 )/mol( 基 质 ) 
Yos S-—CO; 消耗 1 mol 基质 所 获得 的 CO* 量 (mol) ,mol (CO;) / mol JE ffi) 
Yro Q,—P 消耗 1 mol 0; 所 获得 的 产物 量 (mol) , mol G7) /molCO; ) 
Yo» P—CO; 每 得 到 1 mol 产物 同时 得 到 的 CO, fit CmoD « molCCO;) / mol 7*4) 


[5] 5-2) 以 葡萄 糖 为 碳 源 ,以 NHs 为 氮 源 ,好 氧 培养 某 细菌 ,已 知 消耗 的 葡 
萄 糖 中 有 2/3 用 于 合成 细胞 ,反应 式 为 
Cs HO; + aO: + bNH;—> c(CH;。 Oi Nos) 十 dHsO + eCO; 
计算 此 反应 的 得 率 系 数 Yws 和 Ywo。 
解 : 1 mol 葡萄 糖 中 含 碳 72 g ,转化 为 细胞 的 碳 量 为 


因此 


转化 为 CO; 的 碳 量 为 


所 以 


72X2/3 — 48g 


c = 48/(4.4 X 12) = 0.91 


72—48 — 24g 


e = 24/12 = 2 


N 平衡 : 145—0. 86cX 14,5—0. 78 

H 3E fj: 122-35 — 7. 3c- 2d .d —3. 85 

O 〇 平衡 : 6 167-2 16a—1. 2X 16c2- 1644-2 X 16e.a — 1. 47 
消耗 1 mol 葡萄 糖 生成 的 菌 体 量 : 


0.91X(4.4X12 十 7.3X1 十 0.86X14 十 1.2X16) 一 83.1g 
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Y= E = 83. 1(g/moD 或 者 Yws = E = 0. 46(g/g) 


83.1 L 56 5(g/moD 9t Yxyo 83.1 


1. 47 = 147x32 L7 G/e 


Yxs = 


5.1.3 ”微生物 反应 动力 学 的 描述 方法 


微生物 反应 动力 学 包括 细胞 生长 动力 学 基质 消耗 动力 学 和 代谢 产物 生成 动 
力学 ,其 中 细胞 生长 动力 学 是 其 核心 。 


1. 模型 的 简化 


细胞 的 生长 ,繁殖 是 复杂 的 生物 化 学 过 程 ,其 中 包括 细胞 内 的 生化 反应 和 细胞 
内 与 细胞 外 物质 的 交换 ,还 包括 胞 外 的 物质 传递 及 反应 。 该 体系 具有 多 相 、 多 组 
分 . 非 线性 的 特点 。 多 相 是 指 体系 内 常 含有 气相 、 液 相 和 固 相 ;多 组 分 是 指 在 培养 
液 中 有 多 种 营养 成 分 和 多 种 代谢 产物 ,在 细胞 内 也 有 生理 功能 和 分 子 大 小 各 异 的 
化 合 物 ; 非 线性 是 指 细 胞 的 代谢 过 程 通常 需 用 非 线 性 方程 来 描述 。 通 常 每 1 mL 
培养 液 含 10 一 10’ 个 细胞 ,每 个 细胞 都 经 历 着 生长 成熟 直至 衰老 的 过 程 ,同时 还 
伴 有 退化 ,变异 。 因 此 ,精确 描述 这 样 一 个 复杂 体系 几乎 是 不 可 能 的 ,工程 应 用 的 
前 提 是 在 对 该 体系 进行 合理 简化 的 基础 上 ,建立 过 程 的 物理 模型 和 推出 数学 模型 。 
主要 简化 内 容 如 下 : 

CD. 微生物 反应 动力 学 是 描述 在 一 定 条 件 下 大 量 聚 集 的 细胞 群体 动力 学 行 
为 ,而 不 是 描述 单一 细胞 的 行为 。 

(2) 不 考虑 细胞 之 间 的 差别 , 取 其 性 质 上 的 平均 状态 。 在 此 基础 上 建立 的 模 
型 为 确定 论 模型 ;如 果 考 虑 每 个 细胞 之 间 的 差别 , 则 建立 的 模型 为 概率 论 模型 。 在 
应 用 时 一 般 取 前 者 。 

G) 细胞 的 物质 组 成 包括 蛋白 质 、 脂 肪 、 碳 水 化 合 物 、 核 酸 、 维 生 素 等 成 分 ,这 
些 成 分 的 含量 随 环境 条 件 变化 而 变化 。 在 考虑 细胞 组 成 变化 的 基础 上 建立 的 模型 
为 结构 模型 ,该 模型 能 从 机 理 上 描述 细胞 的 动态 行为 ,一 般 选 取 RNA、DNA、 糖 类 
及 蛋白质 的 含量 作为 过 程 的 变量 ,将 其 表示 为 细胞 组 成 的 函数 。 由 于 微生物 反应 
过 程 极其 复杂 ,加 上 检测 手段 的 限制 ,以 致 缺乏 可 直接 用 于 在 线 确 定 反 应 系统 状态 
的 传感器 ,给 动力 学 研究 带 来 了 困难 ,使 结构 模型 的 应 用 受到 限制 。 如 果 把 菌 体 视 
为 单 组 分 , 则 可 忽略 环境 变化 对 菌 体 组 成 的 影响 ,在 此 基础 上 建立 的 模型 称 为 非 结 
构 模 型 , 它 是 在 实验 研究 基础 上 通过 物料 衡 算 建立 起 经 验 或 半 经 验 的 关联 模型 。 

在 细胞 生长 过 程 中 ,如 果 细 胞 内 各 组 分 以 相同 的 比例 增加 , 则 为 均衡 生长 。 如 
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果 细 胞 各 组 分 的 合成 速率 不 同 而 使 各 组 分 增加 的 比例 不 同 , 则 为 非 均衡 生长 。 从 
模型 简化 考虑 ,一 般 采 用 均衡 生长 的 非 结 构 模 型 。 

(4) 如 果 将 细胞 作为 与 培养 液 分 离 的 生物 相 ,可 建立 分 离 化 模型 ,一般 在 细胞 
浓度 很 高 时 采用 此 模型 ,在 此 模型 中 需要 说 明 培养 液 与 细胞 之 间 的 物质 传递 作用 。 
如 果 把 细胞 和 培养 液 视 为 单一 的 液 相 , 可 建立 均一 化 模型 。 

根据 上 述 讨 论 ,对 细胞 群体 反应 动力 学 的 描述 有 图 5-1 所 示 的 4 种 模型 .5 


非 结构 模型 结构 模型 
最 理想 情况 : 细胞 之 间 无 差异 ， 是 
不 考虑 细胞 内 部 结构 ， | 均衡 生长 | 均一 的 ， 细 胞 内 有 多 
确定 论 模 蜡 | 各 种 细胞 均一 , 细胞 1 — — 不 组 分 在 在 
群 休 是 一 种 "溶质 ” 和 B 
平均 细胞 的 近似 平均 细胞 的 近似 
考虑 细胞 内 部 结构 ， 实际 情况 : 
不 HEARING J 部 结构 均衡 生长 实际 情况 
概率 论 模 型 各 种 细胞 不 均一 一 一 一 | 细胞 内 多 组 分 ， 
细胞 之 间 不 均一 
c D 


5-1 对 细胞 群体 反应 动力 学 的 描述 模型 


在 图 5-1 中 ,A 为 确定 论 的 非 结构 模型 ,此 模型 不 考虑 细胞 内 各 组 分 和 细胞 之 
间 的 差异 ,把 细胞 看 成 一 种 “溶质 ”, 从 而 简化 了 细胞 内 外 的 传递 过 程 分 析 和 过 程 的 
数学 模型 ,是 最 简化 的 均衡 生长 模型 ,可 以 满足 对 很 多 微生物 反应 过 程 的 分 析 , 特 
别 满足 对 过 程控 制 的 要 求 ;B 为 确定 论 结构 模型 ;C 为 概率 论 非 结构 模型 ,实际 应 
用 较 少 ;D 为 细胞 群体 的 实际 情况 ,其 求解 及 分 析 最 繁杂 ,应 用 很 困难 。 


2. 反应 速率 的 定义 


图 5-2 是 典型 的 微生物 好 氧 反应 模式 。 在 液 相 反应 中 ,营养 物 S 和 氧 O 必须 
通过 各 相 及 其 界面 传递 进入 细胞 ,细胞 内 的 产物 P .CO 和 反应 热 Hy 也 需 传 递 出 去 。 

要 描述 一 个 微生物 反应 过 程 的 动力 学 .必须 可 以 测量 其 有 关 变 量 , 反 应 如 下 : 
vsSi + vo, O: cr vx, Xo TH ux X 十 vpPi + vc CO; 十 vu Hy (5-14) 


式 中 :Si、O\P; 和 CO: 一 一 基 质 、 氧 .产物 和 二 氧化 碳 ; 


Xo 一 一 接种 细胞 量 ; 
X 一 一 细胞 量 ; 
Hy 反应 热 ; 
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Us.Uo, «Ux, \VX、UP、 VC Uu — 相应 变量 的 计量 系数 。 
如 果 在 一 间歇 操作 的 反应 器 中 进行 上 述 反应 , 则 上 述 变 量 随时 间 变 化 的 曲线 
见 图 5-3。 


图 5-2 典型 的 微生物 好 氧 反应 模式 
1 一 气 液 界面 上 液 膜 ; 2 一 液 相 主体 ; 3 一 液 固 界面 上 液 膜 ; 4 一 细胞 膜 


C, 


- 
O 1 


图 5-3 间歇 反应 过 程 中 的 典型 浓度 一 时 间 曲线 加 
X, S O2 ,Pi;、CO: 分 别 为 细胞 ,基质 、 氧 和 产物 ;Hv 为 产 热 强度 (生成 的 反应 热 》 


在 图 5-3 中 可 以 观察 到 细胞 X 的 生长 .反应 基质 S fO. 的 消耗 以 及 P; CO; 
和 Hy 的 积累 。 要 描述 它们 的 消耗 速率 和 积累 速率 , 常 采 用 绝对 速率 和 比 速率 两 
种 速率 概念 。 

(1) 绝对 速率 (又 称 为 速率 ) 

图 5-3 中 各 曲线 可 用 式 (5-15) 来 表示 其 速率 。 


细胞 生长 速率 rx: n SE (5-15) 
X 为 细胞 浓度 ,一 般 不 考虑 细胞 中 的 大 量 水 分 ,常用 单位 体积 培养 液 中 所 含 
细胞 (或 称 菌 体 ) 的 干燥 质量 表示 。 


基质 和 和 氧 的 消耗 速率 rs oro, : re n. ro 一 一 [于 (5-16) 
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产物 CO; 和 反应 热 的 生成 速率 7 rc rav : 


dP dCO; dHy 
de" ve dg. oh dt 


以 上 各 速率 的 单位 是 g/(L。h) 或 kJ/(L * h), KR ECT — 36 RO AEA CVR 
一 常数 ) 情 况 下 的 各 组 分 的 生长 ,消耗 以 及 生成 的 绝对 速率 值 。 


(5-17) 


TP 


(2) 比 速率 

为 了 对 不 同 反 应 的 动力 学 进行 比较 ,定义 比 速率 如 下 : 

细胞 生长 比 速率 : A h^ (5-18) 
基质 消耗 比 速率 : Q.- 48 h^ (5-19) 
氧 消耗 比 速率 Qo - 190 n (5-20) 
产物 生成 比 速 率 : Qe 一 走时 n^ (5-21) 
反应 热 生成 比 速率 : Qn = kJ/(g* h) (5-22) 


式 中 : X.S.0, 、P 一 一 分 别 为 细胞 .基质 ` 氧 和 产物 的 浓度 ,mol/L 或 g/L。 
从 上 述 各 式 可 见 , 比 速率 与 催化 活性 物质 的 量 有 关 , 因 此 比 速率 的 大 小 反映 了 
细胞 活力 的 大 小 。 


5.2. 微生物 分 批 培 养 及 动力 学 


5.2.1 微生物 生长 的 不 同时 期 


分 批 培养 是 指 在 一 封闭 培养 系统 内 含有 初始 限制 量 基质 的 发 酵 方 式 。 

根据 均衡 生长 模型 的 假设 ,可 以 用 细胞 浓度 的 变化 来 描述 细胞 生长 过 程 。 取 
细胞 浓度 的 对 数值 与 细胞 生长 时 间 的 对 应 关系 作 图 ,可 得 分 批 培养 的 细胞 浓度 变 
化 曲线 (图 5-4)。 由 图 5-4 可 见 ,根据 细胞 浓度 变化 规律 ,分 批 培养 过 程 分 为 延迟 
期 、 指 数 生长 期 ,减速 期 静止 期 和 衰亡 期 五 个 阶段 。 


1. 延迟 期 


在 培养 基 接 种 后 ,细胞 在 新 环境 中 表现 出 的 适应 阶段 称 延迟 期 。 在 此 阶段 , 细 
胞 浓度 无 明显 增加 ,但 细胞 内 部 变化 很 大 。 产 生 延 迟 期 的 主要 原因 是 细胞 所 处 环 
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指数 生长 期 


菌 体 浓度 对 数值 


培养 时 间 
5-4 分 批 培养 的 细胞 浓度 一 培养 时 间 曲 线 


境 的 变化 (营养 改变 .物理 环境 变化 、 存 在 抑制 剂 等 ) 。 如 果 新 培养 环境 中 存在 原 培 
养 环 境 所 缺少 的 营养 物质 , 则 细胞 在 转移 到 新 环境 后 就 合成 有 关 的 酶 来 利用 该 物 
质 , 从 而 表现 出 延迟 期 。 许 多 胞 内 酶 需要 一 些小 分 子 或 离子 形式 的 辅酶 或 激活 剂 ， 
这 些 分 子 或 离子 较 易 通过 细胞 膜 , 当 细 胞 转移 到 新 环境 时 ,这 些 物质 可 能 因 扩 散 作 
用 从 细胞 中 向 外 流失 ,导致 产生 延迟 期 。 

例如 ,将 大 肠 杆菌 接 入 以 葡萄 糖 (100 mg/L) 和 山梨 醇 (100 mg/L) 为 碳 源 的 培 
养 基 中 ,大肠 杆菌 首先 利用 葡萄 糖 , 当 葡 萄 糖 耗 尽 后 ,出现 延 迟 期 ,然后 再 利用 山梨 
醇 发 生 二 阶段 生长 ,如 图 5-5 所 示 。 培 养 产 气 杆菌 时 ,以 氨基 酸 为 氮 源 无 延迟 期 ， 
但 用 硫酸 铁 为 氮 源 则 产生 延迟 期 。 培 养 基 中 的 镁 离子 浓度 增加 可 缩短 产 气 杆菌 的 
延迟 期 ,如 图 5-6 所 示 。 

延迟 期 也 可 能 是 由 于 种 子 带 入 了 一 些 有 害 的 代谢 产物 抑制 生长 而 造成 的 , 随 
着 有 害 代谢 产物 的 分 解 , 延 迟 期 结束 。 例 如 乳 杆菌 科 的 一 些 细菌 ,在 厌 气 培养 后 接 
入 新 培养 基 好 气 培 养 时 , 因 产 生 过 氧化 氢 而 抑制 生长 .过 氧化 氢 诱 导 菌 体内 过 氧 


il EI 
go z) 
3 uo E 
20 
10 " 1 fi h 
0 0 5 10 15 20 25 
培养 时 间 P (MeSO,)/(g/ L) 
图 5-5 大 肠 杆 菌 在 葡萄 糖 - 山 梨 醇 培养 基 图 5-6 ” 镁 离子 浓度 与 产 气 杆菌 


延迟 期 中 的 二 次 生长 中 的 关系 中 
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化 氢 酶 的 生成 ,使 过 氧化 氨 分 解 , 从 而 解除 抑制 ,延迟 期 结束 。 这 种 情况 下 ,加 大 接 
量 会 使 延迟 期 延长 。 
种 龄 和 接种 量 对 延迟 期 也 有 很 大 影响 。 种 龄 对 产 气 杆菌 延迟 期 的 影响 如 
图 5-7 所 示 ,在 以 天 冬 氨 酸 为 氮 源 时 ,接种 静止 期 的 种 子 开始 出 现 延 迟 期 ,种 龄 越 
大 延迟 期 越 长 ;在 以 硫酸 铵 为 氮 源 时 ,接种 对 数 期 的 种 子 表现 出 很 长 的 延迟 期 ,对 
数 末期 的 种 子 延迟 期 最 短 ,不 过 接 人 种 龄 更 长 的 种 子 延迟 期 又 延长 。 增 加 接种 量 
(种 液体 积 ) 明 显 缩短 延迟 期 。 


300 900 


£ £ 
€ 200 E 600 
E E 
S ioo ETT 
f 1 | i i f 1 j 
0 500 — 1000 1500 2000 0 500 — 1000 1500 2000 
种 龄 /min fifi? /min 


(a) (b) 


图 5-7 产 气 杆 菌 延迟 期 与 种 龄 的 关系 中 
GO 以 天 冬 氨 酸 为 氮 源 ;(b) TN A 
培养 温度 也 影响 延迟 期 。 表 5-2 展示 了 在 不 同 温度 培养 链球 菌 的 延迟 期 tiag 
和 倍增 时 间 ta ,可见 , 随 培养 温度 的 升 高 , 菌 体 生长 的 倍增 时 间 缩 短 ,延迟 期 也 相应 
缩短 。 
表 5-2 不 同 培养 温度 下 链球 菌 的 延迟 期 和 倍增 时 间 中 9 


温度 /人 ti, /min ta/min tlag /ta 
25 120 64 1.9 
30 60 38 1.2 
35 50 29 1.7 
40 39 27 1.5 


Lankford” 发 现 巨 大 芽孢 杆菌 的 一 些 代 谢 产 物 ( 如 3-7241, 4 - ntt mi AE, ih ie 
和 器 票 酸 等 化 合 物 ) 有 缩短 其 延迟 期 的 作用 。Lodge 回 等 认为 培养 液 中 存在 某 种 
菌 体 生长 所 必需 的 物质 , 当 该 物质 达到 一 定 浓度 时 ,延迟 期 结束 。 

延迟 期 的 存在 使 发 酵 生产 周期 延长 ,为 提高 设备 的 使 用 率 及 降低 生产 成 本 则 
需 缩 短 延 迟 期 。 根 据 延 迟 期 出 现 的 原因 .在 工业 生产 中 可 以 采取 一 定 的 措施 来 缩 
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短 延 迟 期 : 接种 的 微生物 应 尽 可 能 是 高 活力 的 ,一 般 要 用 处 于 对 数 生长 期 的 微 生 
物 作为 接种 的 种 子 ; 种 子 培 养 基 和 培养 条 件 应 尽 可 能 接近 生产 上 使 用 的 发 酵 液 组 
成 和 培养 条 件 ; 采 用 大 接种 量 接种 。 在 工业 生产 中 ,向 生产 贸 中 接 入 的 种 子 量 一 般 
为 10% 左 右 。 


2. 指数 生长 期 


在 延迟 期 结束 后 ,培养 基 中 营养 物质 较 充分 ,细胞 生长 不 受 限制 ,细胞 浓度 快 
速 增长 ,在 一 段 时 间 内 菌 体 的 比 生长 速率 w 保持 不 变 , 此 阶段 为 指数 生长 期 ,又 称 
对 数 生长 期 。 


根据 比 生长 速率 的 定义 : 
dX _ Lan 
duco (5-23) 
如 果 在 时 间 to 的 菌 体 浓度 为 Xo ,将 式 (5-23) 积 分 得 
X 一 X,expLuG — 42] (5-24) 


可 见 , 在 此 阶段 细胞 浓度 随时 间 呈 指数 规律 增 大 ,故此 阶段 称 为 指数 生长 期 ， 
菌 体 浓度 的 对 数值 与 培养 时 间 表 现 为 直线 关系 ,所 以 也 称 为 对 数 生长 期 。 菌 体 浓 
度 增加 一 们 所 需 时 间 称 为 倍增 时 间或 增 代 时 间 a, 由 式 (5-24) 可 以 得 出 在 指数 生 
长 阶段 的 倍增 时 间 : 

jy — 2 — 0.698 (5-25) 
" u 

在 分 批 培养 中 , 菌 体 生长 伴随 着 培养 液 pH 值 等 的 变化 , 菌 体 的 生长 速率 和 指 
数 生 长 期 的 长 度 会 受到 影响 。 在 复合 培养 基 中 ,有 时 观察 不 到 菌 体 的 指数 生长 期 ， 
这 是 因为 随 着 菌 体 的 生长 培养 基 中 限制 菌 体 生长 的 因素 (如 氨基 酸 等 物质 ) 不 断 减 
少 。 在 分 批 培养 一 些 丝 状 菌 的 过 程 中 也 常常 观察 不 到 指数 生长 期 ,其 菌 体 浓度 与 
培养 时 间 显示 立方 根 关系 ,因为 丝 状 菌 的 形态 特点 使 生长 过 程 中 的 营养 物质 传递 
受到 限制 。 

在 指数 生长 期 的 细胞 分 裂 繁殖 最 旺盛 .生理 活性 最 高 ,因此 在 工业 微生物 反应 
中 , 常 转 接 处 于 指数 生长 期 中 期 的 细胞 .以 保证 转 接 后 细胞 能 迅速 生长 ,微生物 反 
应 能 快速 进行 。 


3. 减速 期 


随 着 菌 体 的 生长 ,发 酵 液 中 的 营养 物质 逐渐 消耗 ,有 害 的 代谢 产物 不 断 积累 ， 
菌 体 生长 受到 影响 , 比 生长 速率 逐渐 下 降 , 进 入 减速 期 。 事 实 上 ,自然 界 中 细胞 生 
长 通常 都 处 于 受 限 制 的 状态 。 例 如 ,在 不 受 限 制 的 条 件 下 ,大 肠 杆菌 的 倍增 时 间 大 
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约 是 20 min ,一 个 细胞 经 48 h 可 变 成 2.2X10$ 个 ,其 质量 已 大 大 超过 地 球 质量 ， 
这 显然 是 不 可 能 的 。 


4. 静止 期 


由 于 营养 物质 的 耗 尽 或 有 害 代谢 产物 的 积累 , 菌 体 的 生长 速率 不 断 下 降 , 当 生 
长 速率 和 死 灭 速率 相等 时 , 菌 体 浓度 不 变 , 菌 体 处 于 静止 期 。 此 时 , 菌 体 的 表 观 比 
生长 速率 为 0, 菌 体 浓度 达到 最 大 。 如 果 在 菌 体 生长 过 程 中 菌 体 得 率 系数 Yxs 不 
变 , 则 在 静止 期 细胞 浓度 为 

Xmax = Xo 十 YxsSo (5-26) 
RP: Xw RAKARE g/L; 
Xo 一 一 接种 后 的 菌 体 浓 度 ,g/L; 
So 一 一 限制 性 底 物 的 初始 浓度 ,mol/L。 

因此 ,Xx 与 限制 性 底 物 的 初始 浓度 呈 线 性 关系 , 当 Xe 很 低 时 ,Xs 与 Se 成 
正比 。 

有 时 ,发 酵 液 中 的 营养 物质 尚未 耗 尽 , 菌 体 即 已 进入 静止 期 ,这 往往 是 代谢 产 
物 抑制 造成 的 。 乳 酸 ` 丙 酸 、 乙 醇 \ 水 杨 酸 等 发 酵 都 有 明显 的 产物 抑制 现象 。 在 培 
养 基 因 工 程 大 肠 杆 菌 的 过 程 中 ,葡萄 糖 的 代谢 产物 乙酸 对 细胞 生长 有 很 强 的 抑制 
作用 ,在 动物 细胞 培养 中 ,代谢 产物 乳酸 和 和 氨 都 抑制 细胞 生长 。 静 止 期 往往 是 微 生 
物 大 量 生 产 有 用 代谢 产物 (如 抗生素 等 次 级 代谢 产物 ) 的 阶段 。 一 些 芽孢 杆菌 胞 外 
酶 的 大 量 生产 往往 伴随 着 芽孢 的 生成 ,而 此 时 菌 体 生长 不 明显 。 


5. 衰亡 期 


由 于 营养 物质 的 耗 尽 或 有 害 代谢 产物 的 大 量 积累 , 菌 体 的 生活 环境 恶化 ,造成 
细胞 不 断 死亡 , 活 细胞 浓度 下 降 , 细 胞 生长 速率 为 负 值 ,进入 衰亡 期 。 一 般 在 衰亡 
期 之 前 结束 培养 过 程 ,但 对 在 衰亡 期 沿 有 明显 的 产物 生成 的 培养 过 程 , 则 应 视 产 物 
生成 情况 结束 培养 。 比 如 ,在 1000 L 气 升 式 反应 器 中 分 批 培养 鼠 杂 交 瘤 细胞 NBI 
生产 抗体 IgG 时 , 绝 大 部 分 抗体 都 在 衰亡 期 生产 ,应 在 产物 积累 较 多 时 结束 培养 。 

【 例 5-3】 以 乙醇 为 唯一 碳 源 进行 产 气 气 杆 菌 培养 , 菌 体 初始 浓度 Xo = 
0. 1 kg/m? ,培养 至 3. 2 h, 菌 体 浓度 为 8. 44 kg/m? ,如 果 不 考 虑 延迟 期 , 比 生长 速 
率 4 一 定 , 求 倍增 时 间 tao 

解 : 根据 式 (5-23) E ux 


在 /一 0 时 ,X 一 Xo, 积 分 上 式 得 In X 一 In X, —jr B In Er 
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1 X t 8. 44 
= il = 3 Wl =l -——— s 
TE t=3. 2 h EX —8. 44 kg/m? , 则 六 Dx g zl 0.1 
倍增 时 间 为 JE —2 所 需要 的 时 间 ,因此 In 2 一 ps 
=]2=_ jn2 = 
ta 一 u D, 844 0.5 (h) 
3.2 0.1 


5.2.2. 微生物 生长 速率 与 底 物 浓度 的 关系 


早 在 1942 年 ,现代 细胞 生长 动力 学 的 黄 基 人 Monod 就 根据 经 验 建立 起 Monod 
方程 ( 式 (5-27)) ,描述 细胞 比 生长 速率 与 限制 性 基质 浓度 的 关系 : 


up m) E 
O (5-27) 


式 中 : uo HEIKE 
po 一 一 最 大 比 生长 速率 ,h 1; 
S 一 一 限制 性 底 物 浓度 ,mol/L; 
Ks 一 一 半 饱 和 常数 ,mol/L。 
Ks 值 等 于 比 生 长 速率 恰 为 最 大 比 生长 速率 的 一 半 时 的 限制 性 底 物 浓度 。 
根据 Monod 方程 ,细胞 比 生 长 速率 与 限制 性 基质 浓度 的 关系 如 图 5-8 所 示 。 


s 
图 5-8 细胞 比 生 长 速度 与 限制 性 基质 浓度 的 关系 


由 式 (5-27) 可 知 , 当 限制 性 基质 浓度 很 低 , 即 S <Ks 时 ,细胞 的 比 生 长 速率 与 
基质 浓度 为 下 式 所 描述 的 一 级 动力 学 关系 : 


一 sa S - 
p= Pee (5-28) 


当 限 制 性 底 物 浓度 SP Ks WE s y= pma ,细胞 比 生 长 速率 与 基质 浓度 无 关 , 为 零 级 动 
力学 特点 。 若 继续 提高 基质 浓度 ,细胞 生长 速率 基本 不 变 。 
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由 细胞 的 生长 速率 公式 推导 ,得 


X (5-29) 


M S&Ks 时 ， r= fe SX (5-30) 
s 
当 SS>Ks if, TX T mx X (5-31) 


Monod 方程 在 形式 上 与 酶 反应 动力 学 的 M-M 方程 相似 ,但 Monod 方程 是 从 
经 验 得 出 ,M-M 方程 是 由 反应 机 理 推导 而 成 。Monod 方程 是 典型 的 均衡 生长 模 
型 ,其 基本 假设 为 : 细胞 为 均衡 式 生长 ,细胞 浓度 是 描述 细胞 生长 的 唯一 变量 ; 
回 培 养 基 中 只 有 一 种 生长 限制 性 基质 ,而 其 他 组 分 过 量 ,不 影响 细胞 生长 ; @ 细 胞 
生长 为 简单 的 单一 反应 ,细胞 得 率 为 一 常数 。 

Monod 方程 表述 简单 ,有 时 不 足以 完整 地 说 明 复杂 的 生化 反应 过 程 ,在 某 些 
情况 下 与 实验 结果 不 符 , 因 此 ,提出 了 另外 一 些 描 述 限 制 性 底 物 浓度 影响 细胞 比 生 
长 速率 的 经 验方 程 ,这 些 模型 基本 上 是 对 Monod 方程 的 修正 ,归纳 于 表 5-3。 


表 5-3 描述 比 生长 速率 的 代表 性 模型 


提出 人 模 型 X d 
Teisseir Ap 一 posx[1 一 exp( 一 S/Ks)] 本 章 文献 [8] 
Moser E 本 章 文献 [9] 
Shehata ES m 本 章 文献 [10] 
-0 s 
Pas 
Tan lE 本 章 文献 [11] 
Žas 
Contois as 本 章 文献 [12] 


5.2.3 有 抑制 的 细胞 生长 


1. 基质 抑制 动力 学 


在 有 些 情况 下 , 当 培 养 基 中 某 种 基质 的 浓度 高 到 一 定 程度 后 ,细胞 的 比 生 长 速 
率 随 基质 浓度 的 升 高 反而 下 降 , 表 现 出 基质 抑制 。 一 些 摘 述 基质 抑制 的 动力 学 模 
型 列 于 表 5-4 中。 
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表 5-4 基质 抑制 模型 


提出 人 Bo 4 od x d 
Andrew HT REPERI "d 本 章 文献 [13] 
Webb ac 变 构 基质 抑制 本 章 文献 [14] 
Yano CIIEXP SUD visi qais 本 章 文献 [14] 
Aiba p= fee (X) 经 验 式 本 章 文献 [14] 
Teissier | =m [exp (p) (7x)] 半 经 验 式 本 章 文献 [14] 
Webb pe 离子 影响 本 章 文献 [14] 
Tseng p= f5 Ks S-80) 本 章 文献 [14] 


注 ; Kis 一 基质 抑制 常数 ,mol/L; o 一 离子 浓度 ,mol/L; Sc 一 基质 临界 浓度 ,mol/L; KS 一 变 构 基质 抑制 
常数 ,mol/L。 


在 上 述 基 质 抑制 动力 学 模型 中 ,Andrew 模型 最 常用 ,其 函数 曲线 见 图 5-9。 
可 根据 图 5-9 估计 其 参数 值 。 当 基质 浓度 为 VKsKis 时 ,细胞 生长 速率 达到 最 大 


一 fos; 当 SK. (5-32) K's 值 。 
142 /RR 当 s 时 ,可 由 式 确定 Kis 值 


(5-32) 


图 5-9 有 基质 抑制 的 动力 学 曲线 之 一 (Andrew 模型 ) 


— € —ÀÀ] mS, S= /KsKis. 
Dir RR! UT KS S 
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2. 产物 抑制 动力 学 


有 时 细胞 的 一 些 代谢 产 物 会 影响 细胞 生长 ,如 在 厌 氧 环境 下 酵母 产生 的 乙醇 
会 抑制 酵母 生长 ,乳酸 菌 生产 的 乳酸 会 抑制 乳酸 菌 生长 。 产 物 浓度 影响 细胞 比 生 
长 速率 的 可 能 抑制 类 型 分 为 线性 下 降 式 、 指 数 下 降 式 或 分 段 函数 式 , 如 图 5-10 所 示 。 


图 5-10 产物 抑制 的 几 种 模型 曲线 
1 一 线性 ; 1a 一 一 级 下 降 ; 2、2a 一 先 不 影响 后 影响 ; 3 一 突然 终止 


K 5-5 列 出 了 存在 产物 抑制 时 ,描述 限制 性 底 物 浓度 影响 细胞 比 生 长 速率 的 
一 些 经 验方 程 。 
表 5-5 产物 抑制 模型 


提出 人 模 型 备 注 Xx 献 
Dagley fe Sa-iP 线性 关系 本 章 文献 [15] 
Holzberg m. ki (P— kz) 上 式 的 修正 本 章 文献 [16] 
Ghose HA 一 px 一 后 (1 一 P/P。) 乙醇 对 酵母 本 章 文献 [17] 
Aiba etse (—kP) 本 章 文献 [18] 
Taniguchi U= ues exp. Gti — kh; P) 本 章 文献 [19] 


ik: pw 一 有 基质 限制 和 产物 抑制 时 的 比 生 长 速率 ,h- 1; P 一 产物 浓度 ,mol/L; Pmx 一 允许 的 最 大 产物 浓 
BE mol/L; ki kz As 一 相应 方程 的 经 验 参数 。 


5.2.4 基质 的 消耗 


对 细胞 生长 反应 , 底 物 消耗 主要 用 于 合成 新 细胞 物质 、 胞 外 产物 以 及 提供 能 
量 ,提供 的 能 量 则 主要 用 于 合成 新 细胞 物质 \ 胞 外 产物 以 及 维持 活 细 胞 的 结构 和 生 
命 活性 。 在 需 氧 培养 过 程 中 , 氧 作为 呼吸 的 最 终 电 子 受 体 ,最 终生 成 水 并 释放 出 反 
应 的 能 量 , 因 此 氧 随 着 能 源 基 质 的 消耗 而 消耗 。 
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1. 基质 的 消耗 速率 与 比 消耗 速率 


基质 的 消耗 速率 可 通过 细胞 得 率 系数 与 细胞 生长 速率 相关 联 。 单 位 体积 培养 
液 中 基质 S 的 消耗 速率 rs 可 用 下 式 表示 : 


1 1 1 SX 
Yas" mad Yys m Ks S 


基质 的 比 消耗 速率 Qs 定 义 为 相对 单位 质量 细胞 单位 时 间 内 的 基质 消耗 量 : 


(5-33) 


Ts 


1 1 1 1 1 S 
人 人 
若 定义 基质 最 大 比 消耗 速率 ， 
= 
Qi, Ys nm 
则 
E s ] 

Qs = Qu LS (5-35) 

2。 基 质 消耗 动力 学 


在 分 批 培养 时 ,培养 液 中 基质 的 减少 是 由 于 细胞 和 产物 的 生成 ,如 果 限 制 性 基 
质 是 碳 源 ,消耗 掉 的 碳 源 中 一 部 分 形成 细胞 物质 ,一 部 分 形成 产物 ,一 部 分 供 细 胞 
维持 生命 活动 之 用 。 基 质 消耗 速率 物料 衡 算 可 表示 为 


rs 一 去 > +mX + y 


式 中 :Y6 一 一 细胞 的 生长 得 率 系数 ,g/mol; 

Yo 一 一 产物 得 率 系 数 ,mol/mol; 

m 一 一 细胞 的 维持 系数 ,mol /Cg * s): g/Cg * biR h^! . 

Yc 是 生成 细胞 的 干 重 与 完全 消耗 于 细胞 生长 的 基质 量 之 比 ,表示 在 无 维持 代 
谢 时 的 细胞 得 率 ,为 最 大 细胞 得 率 。Ys 与 Ye 分 别 是 对 用 于 生长 和 用 于 产物 生成 
所 消耗 的 基质 而 言 的 得 率 系数 ,而 Yxs 和 Yes 是 对 碳 源 的 总 消耗 而 言 的 得 率 系数 。 

因为 


(5-36) 


GAP. Lu . 
Qœ = şa X” (5-37) 
所 以 
1 1 
rs = yox mX b y-QuX (5-38) 


将 式 (5-38) 两 边 均 除 以 X 得 
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m! 
Qs = Yor 
上 述 有 关 基 质 消耗 动力 学 的 讨论 都 是 建立 在 单一 限制 性 基质 的 基础 上 。 对 同 
时 有 多 种 基质 存在 的 微生物 反应 ,基质 的 消耗 利用 机 理 可 为 同时 消耗 、 依 次 消耗 和 
交叉 消耗 等 多 种 情况 ,此 时 的 基质 消耗 动力 学 模型 十 分 复杂 。 


Fmt (5-39) 
Yp 


5.2.5 产物 的 生成 


微生物 反应 生成 的 代谢 产物 范围 很 广 , 有 醇 类 .有 机 酸 、 抗 生 素 和 酶 等 。 由 于 
细胞 的 生物 合成 途径 复杂 以 及 代谢 调节 机 制 各 具 特 点 ,因此 ,至 今 还 没有 描述 代谢 
产物 生成 动力 学 的 统一 模型 。 

根据 产物 生成 速率 与 细胞 生长 速率 之 间 的 关系 ,Gaden 将 代谢 产物 生成 的 动 
力学 模型 分 为 三 种 类 型 。 

类 型 [为 相关 模型 ,反映 产物 生成 与 细胞 生长 相关 的 过 程 , 此 时 的 产物 通常 是 
基质 分 解 代 谢 的 产物 ,代谢 产物 的 生成 与 细胞 的 生长 同步 。 属 于 此 类 型 的 反应 有 
乙醇 .葡萄糖 酸 、 乳 酸 发 酵 等 。 其 动力 学 方程 可 表示 为 

re = Yp/xrx = Yp/xpX (5-40) 
QP = Yp/xp (5-41) 
式 中 : Yp/x 一 一 单位 质量 细胞 生成 的 产物 量 ,g/g 或 mol/g。 

图 5-11 是 产物 生成 与 细胞 生长 相关 动力 学 模型 示意 图 。 此 时 产物 浓度 -时 间 
曲线 与 细胞 浓度 -时 间 曲 线 相似 ;产物 、 细 胞 和 基质 三 者 的 速率 -时 间 曲 线 和 比 速 
率 - 时 间 曲 线 的 变化 趋势 是 同步 的 ,都 有 一 最 大 值 , 最 大 值 出 现 的 时 间 相 近 。 

类 型 下 为 部 分 相关 模型 ,反映 产物 生成 与 细胞 生长 仅 有 间接 关系 的 过 程 。 在 
细胞 生长 期 ,有 产物 生成 ,细胞 停止 生长 后 仍 有 产物 生成 。 柠 样 酸 和 氮 基 酸 发 酵 属 
于 此 类 型 ,如 图 5-12 所 示 。 其 动力 学 方程 可 用 Luedeking-Piret 方程 表示 为 式 (5-42) 
和 式 (5-43) 。 


re = arx +X (5-42) 
式 中 , a B HERG arx 与 细胞 生长 有 关 ,BX 仅 与 细胞 浓度 有 关 。 
Qe — an -- B (5-43) 


类 型 由 为 非 相 关 模 型 ,反映 产物 生成 与 细胞 生长 无 直接 联系 的 过 程 。 在 细胞 
生长 阶段 ,无 产物 积累 ,而 当 细 胞 生长 停止 后 ,产物 却 大 量 生 成 。 抗生素 ,微生物 毒 
素 等 代谢 产物 的 生成 属于 此 类 型 ,如 图 5-13 所 示 。 此 时 产物 生成 速率 可 表示 为 

re=BX (5-44) 
Qe=B (5-45) 
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O 7 
5-11 产物 生成 相关 
模型 动力 学 特征 示意 图 


5.3 


o 1 Ó 7 
图 5-12 产物 生成 部 分 相关 图 5-13 产物 生成 非 相 关 
模型 动力 学 特征 示意 图 中 模型 动力 学 特征 示意 图 [9 
微生物 连续 培养 及 动力 学 


在 分 批 培 养 过 程 中 , 菌 体 浓度 .营养 物质 浓度 和 产物 浓度 不 断 变化 , 当 营 养 物 
质 耗 尽 或 有 害 代谢 产物 大 量 积累 时 , 菌 体 和 产物 浓度 不 再 增加 ,培养 过 程 即 将 结 
束 。 在 连续 培养 中 ,不断 向 反应 器 中 加 入 培养 基 , 同 时 不 断 取出 培养 液 ,培养 过 程 
可 以 长 期 进行 , 且 可 以 达到 稳定 状态 ,过 程 的 控制 和 分 析 也 比较 简单 。 分 批 培养 在 
工业 上 应 用 普遍 ,连续 培养 在 科学 研究 中 目前 应 用 较 多 。 


5.3.1 单 级 恒 化 器 


对 图 5-14 所 示 的 单 级 连续 培养 ,在 反应 器 中 的 培养 基 接 种 以 后 ,通常 先进 行 
一 段 时 间 的 分 批 培养 , 待 菌 体 达 到 一 定 浓度 后 ,以 恒定 的 流量 下 将 新 鲜 培养 基 送 
入 反应 器 ,同时 以 同样 的 流量 抽出 培养 液 , 因 此 反应 器 中 的 培养 液体 积 V 保持 不 
变 。 假 定 培养 系统 处 于 理想 混合 状态 , 即 培养 液 中 各 处 的 菌 体 浓度 、 溶 氧 浓 度 和 产 


F.S; 


F,S,X,P 


图 5-14 单 级 连续 培养 示意 图 
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物 浓度 分 别 相 同 , 则 流出 液 和 反应 器 中 培养 液 的 组 成 完全 相同 。 对 这 个 系统 的 菌 
体 、 限 制 性 底 物 和 产物 分 别 建物 料 平衡 方程 。 


ik. v SX — px, -FX--uXV (5-46) 
限制 性 底 物 : v-r- 6-47) 
dt Yys 
dE ess 
产物 : VL--—FP.—FP—Q.XV (5-48) 


dt 
式 中 : X,S.P—— A BERE rn i v8 ps LER i PETIERE P I CURE s 
Xe Sg 和 Ps 一 一 加 入 的 培养 基 中 的 菌 体 、 限 制 性 底 物 和 产物 浓度 。 
通常 培养 基 中 不 含 菌 体 和 产物 ,因此 , 式 (5-46) 可 写 为 式 (5-49), 式 中 ,D 为 
稀释 率 。 


= (= v) = (pg—D)X (5-49) 
一 元 (5-50) 


一 般 通 过 3 一 5 倍 培养 液体 积 后 ,连续 培养 可 达到 稳定 状态 ,此 状态 下 培养 液 
的 菌 体 浓度 、 限 制 性 底 物 浓度 和 产物 浓度 恒定 , 即 
dX y. dS gy dP 


0 (5-51) 


dt ” dt ” dt 
因此 也 称 为 恒 化 (chemostat) 培 养 。 由 式 (5-49) 可 得 
gp-D (5-52) 


可 见 ,在 连续 培养 达到 稳定 状态 时 , 菌 体 的 比 生长 速率 和 稀释 率 相 等 。 比 生长 
速率 是 菌 体 的 特性 ,而 稀释 率 则 是 操作 变量 ,因此 ,在 连续 培养 中 ,只 要 改变 加 料 速 
率 , 很 容易 改变 稳 态 下 的 菌 体 比 生长 速率 ,从 而 达到 控制 菌 体 生长 的 目的 ,这 是 单 
级 连续 培养 的 一 个 重要 特性 。 同 样 ,在 稳 态 下 ,由 式 (5-47) 和 式 (5-48) 分 别 得 到 


X = Yws(Sr — S) (5-53) 
= QeX 
pcm (5-54) 


如 果 菌 体 生长 规律 符合 Monod 方程 ,根据 式 (5-27) 和 式 (5-52) ,在 稀释 率 D 
下 的 稳 态 限制 性 底 物 浓度 为 


|. KD 
S eI (5-55) 
将 式 (5-55) 代 入 式 (5-53) ,得 稀释 率 D 下 的 稳 态 菌 体 浓度 : 
x= E -b5) (5-56) 
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在 连续 培养 中 ,操作 的 稀释 率 有 一 定 限度 ,不 可 以 随意 改变 。 根 据 式 (5-49) 和 
式 (5-56), 增 大 稀释 率 会 造成 菌 体 浓度 下 降 , 如 果 菌 体 的 生长 跟 不 上 稀释 的 速率 ， 
发 酵 缸 内 的 菌 体 浓度 会 不 断 降低 ,直至 菌 体 被 洗 光 (washout)。 因 此 ,在 连续 培养 
时 存在 一 个 临界 稀释 率 ,超过 此 稀释 率 ,连续 培养 就 无 法 进行 。 临 界 稀释 率 取 决 于 
微生物 的 生长 动力 学 特性 以 及 加 料 中 的 限制 性 底 物 浓度 , 即 菌 体 在 此 培养 基 中 能 
达到 的 最 大 比 生长 速率 。 在 Monod 方程 适用 的 情况 下 ,可 通过 下 式 计算 临界 稀释 
Æ Dc: 


PS [mH > 
De Ke + Sr (5-57) 


假定 微生物 的 pm =1. 0 h^! ,Ks 二 0.2 g/L, 加 入 的 培养 基 中 限制 性 底 物 浓度 
Sr 一 10 g/L, 限 制 性 底 物 的 菌 体 得 率 系数 恒定 为 Yws 二 0.5 g/g, 则 可 由 式 (5-55) 
和 式 (5-56) 求 出 在 不 同 稀 释 率 下 的 稳 态 限制 性 底 物 浓度 、 菌 体 浓 度 , 见 图 5-15。 


根据 是 汪 一 0, 按 下 式 求 出 最 大 菌 体 生产 速率 ( DX) 


(DX) max = pasYyxs G/Ks F Sr — / Ks). (5-58) 
最 大 菌 体 生产 速率 下 的 稀释 率 Don H 
= Ks T 
Dias ie (1 EE (5-59) 


X /(g/L) DX /(g / (L-h)) 


图 5-15 单 级 连续 培养 稳 态 细胞 浓度 .限制 性 底 物 浓度 和 细胞 
生产 率 与 稀释 率 的 关系 


相应 的 最 大 菌 体 生产 速率 下 的 菌 体 浓度 X。。( 不 是 最 大 菌 体 浓度 ) 为 
Xmax = YxsLSr + Ks + VKs(Ks+ Se) (5-60) 
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当 限制 性 底 物 为 能 源 并 合成 代谢 产物 时 , 式 (5-47) 可 写 为 


dS yz Qe L 
V 3 FSr 一 FS (£o ! $ jv (5-61) 
在 稳 态 时 ， 
D(Sr — S) D QP 
X y, rT 加 (5-62) 
若 没有 产物 生成 ， 
Xem (5-63) 
dm 
Yo D 


式 中 , 稳 态 限制 性 底 物 浓度 S 用 式 (5-55) 计 算 。 

考虑 维持 代谢 的 不 同 稀释 率 下 稳 态 菌 体 浓 度 、 限 制 性 底 物 浓度 和 菌 体 生产 速 
率 变化 见 图 5-16。 当 稀释 率 D 接近 0 时 , 菌 体 浓度 明显 降低 ,这 是 因为 加 入 的 少 
量 限制 性 底 物 主要 用 于 维持 代谢 ,从 而 使 菌 体 量 减少 。 


X Kg/L) . S /(g/L), DX /(g/(L-h)) 


图 5-16 考虑 维持 代谢 的 单 级 连续 培养 中 稀释 率 对 稳 态 菌 体 浓度 、 限 制 性 
底 物 浓度 和 菌 体 生产 速率 的 影响 


在 接近 临界 稀释 率 的 条 件 下 ,不 可 避免 的 加 料 速度 波动 可 能 造成 菌 体 被 洗 光 ， 
使 连续 培养 比较 困难 。 此 时 ,可 以 采用 恒 浊 培养 (turbidostat) 进 行 连续 培养 , 即 通 
过 测定 发 酵 液 的 浊 度 来 控制 流 加 培养 基 。Klemanc 等 采用 葡萄 糖分 析 仪 测定 培 
养 液 中 的 葡萄 糖 浓度 ,通过 反馈 控制 流 加 培养 基 维 持 葡 萄 糖 浓 度 恒定 (glucose- 
stat) ,实现 在 接近 临界 稀释 率 下 的 连续 培养 。 也 可 通过 测定 细胞 的 有 关 产 物 ( 如 
CODE pH 来 控制 培养 基 的 加 入 ,控制 稀释 率 在 临界 值 附近 。 

有 时 进行 连续 培养 会 发 生 振荡 现象 ,得 不 到 稳定 状态 , 需 根据 微生物 、 培 养 基 
等 特点 分 析 产 生 这 种 情况 的 复杂 原因 。 
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5.3.2. 部 分 菌 体 再 循环 的 单 级 恒 化 器 


连续 培养 时 ,可 通过 沉降 ,离心 或 过 滤 等 方法 浓缩 流出 液 中 的 菌 体 , 再 将 菌 体 
送 回 反 应 器 循环 利用 ,图 5-17 是 进行 菌 体循环 的 单 级 连续 培养 示意 图 。 对 反应 器 
进行 关于 菌 体 和 限制 性 底 物 的 物料 衡 算 。 


d. v SX — FeX--pXV— Q- ka) FX (5-64) 
限制 性 底 物 : v ISL rs, caFS- &XY — 1e) FS (5-65) 
t Yys 
式 中 : a 一 一 回流 比 ; 
< 一 一 回流 液 中 菌 体 的 浓缩 倍数 。 


FS, 


(1*2) F.S 


5-17. 进行 菌 体 回流 的 单 级 连续 培养 


达到 稳 态 时 ,由 式 (5-64) 得 
p — D(1+a—a) (5-66) 
式 (5-66) 表 明 , 比 生长 速率 和 稀释 率 不 相等 。 由 于 从 反应 器 流出 的 菌 体 (1 十 a) FX 
多 于 回流 的 菌 体 <FcX ,因此 ,(1 十 e 一 cc) 二 0; 又 由 于 浓缩 倍数 1. BE a C1 — 0 
<0, (1 十 a 一 gc) 过 1。 所 以 ,0 二 (1 十 a 一 ac) 过 1, 式 (5-66) 中 jy 二 D。 
车 菌 体 生长 遵循 Monod 方程 , 则 由 式 (5-27) 和 式 (5-66) 可 得 稳 态 下 限制 性 底 
物 浓度 : 
_ _KksD(l+a—ac) 


px 一 D(I 十 一 cc) 9-60) 
将 式 (5-67) 代 入 式 (5-65) 得 回流 操作 下 稳 态 菌 体 浓度 : 
Yy KsD(1-- a — ac Z 
x Ea e DA eee C5-68) 
回流 操作 下 稳 态 临 界 稀释 率 : 
Dc Hoc Sr (5-69) 


(Ks +Sr)(1+a— ac) 
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由 于 0 二 (1 二 一 ac) 到 1, 从 式 (5-66) 和 式 (5-69) 可 知 , 稳 态 下 的 菌 体 比 生长 
速率 低 于 稀释 率 ,临界 稀释 率 较 不 进行 菌 体 回流 时 高 。 图 5-18 对 比 了 有 菌 体 回流 
和 无 菌 体 回流 时 X、S 和 DX 5 D 的 关系 ,其 中 下 标 R 表示 进行 菌 体 循环 回流 。 
菌 体 的 循环 利用 相当 于 不 断 对 反应 器 接种 ,其 结果 是 增 大 了 反应 器 中 的 菌 体 浓 度 ， 
增加 了 底 物 的 利用 程度 ,提高 了 反应 器 的 效率 。 


12 16 
DX, 
v 14 
10 
{12 
38 j10 二 
E] E 
K s 3 
中 Par 
4 MS 
4 
2 
2 
- f , i 
0 一 04 08 12 16 20 0 


D/h'! 
图 5-18 有 菌 体 回流 和 无 菌 体 回流 的 连续 培养 比较 3 
Hos 71.0 h, Ks=0. 2 g/L, Yws=0.5 g/g, 
Sr —10 g/L, 0—0.5, c=2 


对 于 各 种 纯 培 养 过 程 , 在 反应 器 外 部 进行 菌 体 浓缩 有 一 定 难 度 。 如 果 菌 体 较 
容易 沉淀 ,可 考虑 在 分 离 器 中 进行 沉降 ;如 果 细 胞 较 大 , 则 可 考虑 进行 过 滤 。 


5.3.3 多 级 连续 培养 


将 多 个 搅拌 缸 反 应 器 串联 起 来 ,前 一 级 反应 器 的 出 料 作为 后 一 级 反应 器 的 进 
料 , 即 成 为 多 级 连续 培养 系统 ,如 图 5-19 所 示 。 如 将 很 多 反应 器 串联 起 来 ,整个 系 
统 便 相当 于 一 个 活塞 流 管 式 反 应 器 。 在 进行 操作 时 也 可 在 第 二 级 以 后 的 各 反应 器 
中 加 入 新 培养 基 。 如 果 各 级 反应 器 中 的 培养 液体 积 均 为 V ,中间 不 添加 新 培养 基 , 各 
级 进出 料 流量 均 为 下 , 则 可 写 出 第 级 反应 器 的 物料 平衡 关系 式 (5-70) 一 式 (5-72)。 


d. v SEX, eu X, V—FX, (5-70) 
限制 性 底 物 : y 9S — ps, mV. ps (5-71) 
dt Yxs 
dP, ' 
产物 : V =FP,1+Qe, X,V—FP, (5-72) 


dt 
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2 n 
5-19. 多 级 连续 培养 示意 图 


AP, FER n 和 一 1 分 别 表示 第 n 级 和 第 一 1 级 反应 器 。 
在 稳 态 时 ,由 式 (5-70) 一 式 (5-72) 可 得 


Bm p(z) (5-73) 

= (5-74) 
Qnr X, 

P, = Pra + D (5-75) 


由 式 (5-73) 可 知 , 从 第 二 级 反应 器 开始 , 菌 体 的 比 生长 速率 不 再 和 稀释 率 相 
等 。 在 较 大 的 稀释 率 范围 内 ,因为 前 一 级 反应 器 中 培养 液 的 限制 性 底 物 浓度 越 来 
越 低 , 随 着 反应 器 级 数 的 增加 , 菌 体 的 比 生 长 速率 越 来 越 小 。 如 果 菌 体 生长 遵循 
Monod 方 程 , 可 以 由 式 (5-73) 和 式 (5-74) 求 出 在 不 同 稀释 率 的 第 二 级 以 后 反应 器 
中 稳 态 菌 体 浓度 和 限制 性 底 物 浓度 。 

在 psx 一 1.0h Ks =0. 2 g/L, Sr —10 g/L,Yxs 一 0.5g/g 时 ,第 一 级 和 第 二 
级 反应 器 中 稳 态 菌 体 浓度 、 限 制 性 底 物 浓度 和 菌 体 生产 速率 与 稀释 率 的 关系 如 
图 5-20 所 示 . 可 见 , 在 很 大 的 稀释 率 范 围 内 ,第 二 级 反应 器 中 菌 体 的 生长 (X; 一 
Xi) 十 分 有 限 。 第 一 级 和 第 二 级 反应 器 中 的 菌 体 在 同样 的 临界 稀释 率 下 被 洗 光 ， 
但 只 在 稀释 率 非常 接近 临界 稀释 速率 Dc 时 ,第 二 级 反应 器 中 的 菌 体 浓 度 才 迅速 
下 降 。 在 第 二 级 反应 器 中 限制 性 底 物 消耗 比较 完全 , 当 D—0. 86 h  , 即 在 第 一 级 
的 最 大 菌 体 生产 率 的 稀释 率 下 操作 ,Si 为 1. 23 g/L. m S; 仅 为 0.02 g/L, REH 
作 的 稀释 率 不 十 分 接近 De ,第 二 级 反应 器 中 的 限制 性 底 物 仍 有 相当 的 利用 ,如 操 
作 的 稀释 率 为 De 的 99%( 即 D—0. 97 h ) 时 ,Si 已 达 6.47 g/L,S: 只 有 0. 32 g/L, 
相应 的 菌 体 浓度 Xi 二 1.77 g/L, X: —4. 84 g/L, H fit es EL ev E CD —0 h™ IE ff 
96. 8%。 多 级 连续 培养 不 能 改变 临界 稀释 率 Dc ,但 限制 性 底 物 的 利用 和 菌 体 生长 
都 比 单 级 连续 培养 提高 。 
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S.X.DX/(g/L) 


D/1h 
图 5-20 二 级 连续 培养 的 稳 态 菌 体 浓度 、 限 制 性 底 物 
浓度 和 菌 体 生产 速率 与 稀释 率 的 关系 [3] 


5.3.4 连续 培养 的 应 用 


1. 生产 菌 体 


和 分 批 培养 相 比 ,连续 培养 省 去 了 反复 的 放 料 ,发酵 饶 的 清洗 、 装 料 、 灭 菌 . 冷 
却 等 步骤 ,避免 了 延迟 期 ,因而 提高 了 设备 利用 率 和 菌 体 生产 率 。 通 常 采 用 连续 培 
养 进行 单 细 胞 蛋白 的 工业 化 生产 。 

假定 连续 培养 和 分 批 培养 采用 同样 的 培养 基 ( 限 制 性 底 物 浓度 为 Se ) ,在 分 批 
培养 的 延迟 期 结束 后 即 进 入 指数 生长 期 ,并 持续 至 限制 性 底 物 耗 尽 为 止 , 则 分 批 培 
养 的 一 个 操作 周期 所 用 时 间 : 


iy = tue t hn S Yun e, (5-76) 
Hu Xo 


max 


AP: Xo 一 一 接种 后 的 菌 体 浓度 ,g/L; 
tw 一 一 延迟 期 所 占用 时 间 ,h; 
如 一 一 培养 结束 后 将 培养 液 放 出 所 需 时 间 ,h; 
忆 一 一 清洗 反应 器 、. 加 入 新 培养 基 、 灭 菌 等 操作 所 需 时 间 ,h。 
式 (5-76) 等 号 右 侧 第 二 项 是 指数 生长 期 的 持续 时 间 。 因 此 ,分 批 培养 的 平均 
菌 体 生产 率 为 


YysSr 
PL ES M +tr o tp 
若 在 最 大 菌 体 生产 率 下 连续 培养 ,并 假定 Ks 和 Sr , 式 (5-58) 与 式 (5-77) 相 比 得 
(OX). li Xo YysSe 
Ps Xo 


Ps 


(5-77) 


E sax tag ta - tp) (5-78) 
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可 见 ,连续 培养 高 于 分 批 培 养 的 菌 体 生产 率 ,而 且 /mm 越 大 ,延迟 期 和 辅助 生产 
时 间 越 长 ,其 优越 性 越 明 显 。 


2. 生产 代谢 产物 


多 级 连续 培养 特别 适用 于 菌 体 生长 和 产物 合成 的 最 佳 条件 不 同 的 情况 。 在 工 
业 上 用 连续 培养 大 量 生产 微生物 代谢 产物 的 实例 较 少 ,因为 连续 培养 系统 在 长 期 
运行 时 易 发 生 杂 菌 污染 和 菌 种 退化 等 问题 ,在 反应 器 壁 、 搅 拌 轴 、 排 液 管 等 处 的 菌 
体 生 长 也 增加 了 连续 培养 的 难度 。 

Brown 等 采用 二 级 连续 培养 重组 大 肠 杆菌 ,实现 了 a2 干扰 素 的 连续 生产 和 大 
肠 杆菌 细胞 的 连续 裂解 ,提高 了 a2 干扰 素 的 生产 效率 。 其 中 第 一 级 用 于 菌 体 生长 
和 王 扰 素 合成 ,第 二 级 加 入 氨 某 西林 促使 菌 体 裂解 并 释放 胞 内 的 干扰 素 。 以 含 玉 
米 浆 的 低 成 本 复合 培养 基 为 培养 基 , 在 30C 进行 初步 的 连续 培养 , 发现 干扰 素 的 
生产 与 细胞 生长 相关 ,在 稀释 率 为 0. 3 h :左右 时 ,单位 体积 发 酵 液 的 干扰 素 含 量 
最 高 ,为 300 U/L, 因 此 确定 第 一 级 操作 的 稀释 率 为 0. 3 h :左右 。 在 此 基础 上 进 
行 二 级 连续 培养 ,第 一 级 的 培养 基 中 葡萄 糖 浓度 为 18. 7 g/L; 第 二 级 的 稀释 率 为 
0.07 h^! | 0. 13 h ,加 入 100 mg/L 以 上 的 氨 某 西林 浓度 才能 将 大 肠 杆菌 细胞 充 
分 裂解 。 进 一 步 研究 表明 ,第 二 级 的 培养 温度 对 产物 的 生产 也 有 很 大 影响 ,如 第 二 
级 温度 控制 在 30°C , 则 因 和 蛋白 酶 的 降解 作用 ,发 酵 上 清 液 中 的 a2 干扰 素 只 有 5 U/L. 
菌 体 内 的 干扰 素 也 只 有 30 U/L, 仅 为 第 一 级 的 10%。 如 果 第 二 级 温度 为 25C , 则 
ABE EUM a2 干扰 素 达 300 U/L. 


3. 研究 发 酵 动力 学 


通过 连续 培养 可 以 得 到 比 生 长 速率 (稀释 率 ) 与 稳 态 限制 性 底 物 浓度 的 关系 。 
如 果 菌 体 生长 符合 Monod 方程 ,采用 双 倒 数 法 ,将 1/D 对 1/S 绘图 ,在 1/D 轴 上 
的 截 距 为 1/pwwx ,斜率 为 Ks / pmax ,从 而 可 估计 出 参数 uus HE Ks。 

图 5-21 为 克隆 有 人 aA 干扰 素 基 因 的 大 肠 杆菌 W3110(pEC901) 在 不 同 稀释 
率 下 连续 培养 的 稳 态 菌 体 浓度 与 限制 性 底 物 葡萄 糖 浓度 的 关系 5 ,将 1/D 对 1/8 
绘图 得 图 5-22, 由 此 求 出 uu 0. 76 h, Ks=0. 083 g/L. 


4. 研究 细胞 生理 特性 


在 分 批 培养 中 , 菌 体 的 比 生 长 速率 很 难 加 以 控制 ,而 在 连续 培养 中 , 菌 体 的 比 
生长 速率 可 以 通过 改变 稀释 率 来 控制 ,因而 可 以 在 连续 培养 的 稳定 状态 下 从 容 地 
研究 菌 体 在 不 同 生长 速率 下 的 生理 特性 。 图 5-23 展示 了 产 气 气 杆菌 (Aerobacter 
aerogenes ) 以 氮 源 为 限制 性 底 物 时 的 菌 体 内 DNA、RNA、 和 蛋白 含量 及 单个 细胞 质 
量 与 比 生长 速率 的 关系 。 
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5-21 大 肠 杆菌 W3110(pPEC901) 连 续 培 养 稳 态 菌 体 浓 度 ,葡萄糖 浓 度 与 稀释 率 的 关系 
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5-22 ”大肠 杆菌 W3110(pEC901) 连 续 培养 的 1/D 与 稳 态 1/S 的 关系 
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图 5-23 以 氮 源 为 限制 性 底 物 连续 培养 产 气 气 杆菌 的 细胞 组 成 与 比 生长 速率 的 关系 5 


第 5 章 培养 技术 与 理论 141 


也 可 通过 连续 培养 研究 微生物 代谢 调节 。 连 续 培养 的 结果 ( 见 图 5-24 和 
表 5-6) 表 明 ,培养 基 中 的 氨 浓 度 影 响 氨 同化 的 途径 。 在 氨 浓 度 很 低 时 , 因 谷 氨 酰 
胺 合成 酶 对 氨 的 亲和力 很 大 ,微生物 可 通过 谷 氨 酰胺 合成 酶 (ID/ 谷 氨 酸 合成 酶 ( 几 ) 
有 效 地 同化 氨 , 但 每 同化 1 mol 氨 需 消耗 1 mol ATP ;在 氨 浓 度 较 高 时 ,通过 谷 氨 酸 脱 
氨 酶 中 同化 氨 , 由 酮 戊 二 酸 、 氨 和 NADPH 生成 谷 氨 酸 是 比较 节能 的 途径 。 


a- MRM 
NH; +NADPH; 
I 
NADP 
NH,+ATP ft UR 谷 氨 酸 +NADP 
I M 
ADRE AAN a- fik - f *NADPH? 


图 5-24 氨 的 同化 途径 


表 5-6 连续 培养 中 与 同化 所 有 关 的 酶 的 活性 29 
微生物 限制 性 底 物 “ 谷 氨 酸 脱氧 酶 活性 谷 氨 酰 胺 合成 酶 活性 谷 氨 酸 合成 酶 活性 


【0 671 «1 «1 
K. aerogenes 
NH; SI 91 39 
c 48 x1 15 
Ps. aeruginosa 
NH; 3 171 30 
5. 改进 培养 基 


在 一 定 的 稀释 率 下 ,增加 流入 的 培养 基 中 限制 性 底 物 的 浓度 ,可 能 有 两 种 后 
AR ,一 是 仍 为 该 底 物 限制 ,表现 为 在 反应 器 中 其 浓度 基本 不 变 而 菌 体 浓度 明显 增 
加 ;二 是 某 种 其 他 底 物 成 为 限制 性 底 物 ,表现 为 菌 体 浓度 无 明显 增加 而 原 限 制 性 底 
物 的 浓度 明显 增 大 ,这 样 就 为 改进 培养 基 配 方 提供 了 一 个 方向 。 

对 基因 重组 大 肠 杆菌 X90(pZs) ,出 发 培养 基 含 有 葡萄 糖 .无 机 盐 、 精 所 酸 、 且 
氮 酸 和 多 种 维生素 ,采用 该 培养 基 在 稀释 率 0. 4 h “下 连续 培养 ,达到 稳 态 后 注入 
不 同 营养 成 分 组 合 , 结 果 表 明 该 培养 基 为 氮 源 限制 , 除 精 氨 酸 外 不 需 提供 其 他 氨基 
酸 和 维生素 。 在 稀释 率 0.4h :下 ,首先 以 葡萄 糖 为 限制 性 底 物 进行 连续 培养 , 达 
到 稳 态 时 没有 葡萄 糖 残留 , 菌 体 关于 葡萄 糖 得 率 为 0. 44 g/g。 进 一 步 降 低 另 一 种 
营养 浓度 使 其 成 为 限制 性 底 物 ,并 出 现 葡萄 糖 的 残留 ,根据 稳 态 菌 体 浓度 即 可 计算 
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关于 该 营养 的 菌 体 得 率 , 这 样 得 出 关于 N、Mg、K、P、S 和 精 氮 酸 的 菌 体 得 率 分 别 
为 10 g/g.278 g/g、53 g/g.34 g/g.163 g/g 和 47 g/g。 以 此 得 率 为 依据 ,计算 以 葡 
萄 糖 为 限制 性 底 物 ,其 他 营养 过 量 (2 倍 和 3 倍 ) 的 基本 培养 基 配 方 , 在 新 的 培养 基 
中 连续 培养 时 都 能 进行 平衡 生长 ,最 大 比 生长 速率 为 0. 87 hb  。 在 出 发 培养 基 上 
在 D=0.4h ! 下 连续 培养 的 稳 态 菌 体 浓度 为 1. 4 g/L ,残留 葡萄 糖 为 1. 4 g/L, 而 
采用 优化 后 的 培养 基 在 同样 稀释 率 下 ., 稳 态 菌 体 浓度 为 0. 82 g/L, 没 有 葡萄 糖 残 
留 。 因 此 ,连续 培养 可 成 功 地 用 于 培养 基 配 方 的 改进 。 


6. 筛选 和 富 集 菌 种 


当 在 同一 反应 器 中 进行 多 种 微生物 混合 连续 培养 时 ,各 种 微生物 竞争 利用 限 
制 性 底 物 ,从 而 具有 优势 的 微生物 得 以 保留 ,不 具 优势 者 则 被 洗 掉 而 淘汰 。 

对 于 A,B 两 种 微生物 的 混合 连续 培养 ,微生物 的 比 生长 速率 与 同一 限制 性 底 
物 浓度 的 关系 如 图 5-25 所 示 , 当 分 别 以 稀释 率 D 进行 连续 培养 时 ,A 的 稳 态 限制 
性 底 物 浓度 为 SaB 的 稳 态 限制 性 底 物 浓度 为 Ss。 在 图 5-25(a) 的 情况 下 , 若 在 
A 的 连续 培养 时 污染 杂 菌 BR A 发 生 突变 产生 突变 菌 B, 形 成 混合 培养 。 在 同样 
限制 性 底 物 浓度 下 , 因 A 的 比 生长 速率 高 于 B, 生 长 具有 优势 ,结果 B 被 洗 掉 ,A 
被 保留 ,最 终 的 稳 态 限制 性 底 物 浓度 仍 为 Sao ER 5-25(b) 的 情况 下 ,以 稀释 率 
D 培养 A, 稳 态 限 制 性 底 物 浓度 为 Sa ,此 时 若 发 生 污染 或 突变 产生 B, 因 B 具 有 生 
长 优势 , 故 连续 培养 的 结果 保留 B 而 淘汰 A, 新 的 稳 态 限制 性 底 物 浓度 变 为 Sro 
在 图 5-25(c) 的 情况 下 ,连续 培养 的 结果 与 操作 的 稀释 率 有 关 ,在 Di 下 操作 时 保留 
A, 在 D: 下 操作 时 则 保留 B。 


(a) (b) (c) 
图 5-25 两 种 细胞 混合 连续 培养 的 稳 态 限制 性 底 物 浓度 确定 


7. 研究 微生物 遗传 稳定 性 
在 理论 上 ,采用 连续 培养 的 方式 .微生物 可 以 无 限 地 生长 ,因而 连续 培养 是 研 
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究 微 生物 遗传 稳定 性 的 好 方法 。 早 在 20 世纪 50 年 代 就 有 许多 通过 连续 培养 测定 
微生物 的 自然 变异 率 或 化 学 诱 变 率 的 研究 。 通 常 利用 重组 质粒 将 外 源 目的 基因 转 
入 宿主 菌 内 , 若 该 重组 质粒 丢失 或 有 关 基 因 发 生 突变 ,基因 工程 菌 即 失去 生产 能 
力 ,因而 重组 质粒 的 稳定 性 十 分 重要 。 连 续 培 养 已 广泛 用 于 基因 工程 菌 的 质粒 稳 
定性 研究 。 

在 以 葡萄 糖 为 限制 性 底 物 的 基本 培养 基 中 连续 培养 大 肠 杆菌 W3110 
(pEC901) ,测定 不 同 稀释 率 下 质粒 稳定 性 随 传代 数 的 变化 。 在 一 定 的 稀释 率 下 ， 
基因 工程 菌 以 一 定 频率 菌 丢失 质粒 产生 变异 , 因 丢 失 质粒 的 个 体 较 原 基 因 工 程 菌 
具有 生长 优势 ,一 旦 出 现 即 很 快 将 原 基 因 工 程 菌 淘汰 。 由 图 5-26 可 见 ,基因 工程 
菌 大 肠 杆菌 W3110(pEC901) 在 高 比 生长 速率 下 有 较 高 质粒 稳定 性 。 


质粒 稳定 性 下 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
ERE n 
图 5-26 大 肠 杆菌 W3110(pEC901) 的 质粒 稳定 性 与 传代 数 的 关系 
比 生长 速率 /h-1: A 一 0.302; O 一 0. 416; 6—0. 482; 口 一 0. 556; 国 一 0. 570; A—0. 667; @ 一 0. 705 


5.4 补 料 分 批 培养 


补 料 分 批 培养 是 一 种 界 于 分 批 培养 和 连续 培养 之 间 的 操作 方式 ,又 称 为 流 加 
培养 。 在 进行 分 批 培养 时 , 随 着 营养 成 分 的 消耗 ,向 反应 器 内 补充 一 种 或 多 种 营养 
物质 ,以 延长 生产 期 和 控制 发 酵 过 程 。 随 着 补 料 操作 发 酵 液体 积 逐 渐 增 大 到 一 定 
程度 时 , 既 可 以 结束 培养 .也 可 以 取出 部 分 发 酵 液 , 剩 下 的 发 酵 液 继续 进行 补 料 分 
批 培 养 。 补 料 操作 可 以 有 效 地 控制 发 酵 过 程 , 提 高 发 酵 过 程 的 生产 水 平 ,在 生产 中 
得 到 广泛 应 用 。 

补 料 分 批 培养 适用 于 : 细胞 的 高 密度 培养 .营养 缺陷 型 菌株 的 培养 ,发生 底 物 
抑制 的 过 程 、 存 在 分 解 代谢 物 阻 过 以 及 补充 前 体 等 培养 操作 。 
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补 料 操作 有 间 敬 添加 和 连续 流 加 的 方法 。 间 舱 添 加 营养 物质 后 ,发 酵 液 中 的 
营养 物质 浓度 即 会 上 升 , 随 着 被 微生物 利用 ,浓度 又 下 降 ; 再 次 补 入 料 液 后 ,营养 物 
质 浓度 再 次 升 高 ,然后 再 次 下 降 , 呈 现 较 大 的 波动 。 控 制 适当 的 速度 连续 流 加 营养 
物质 ,可 控制 营养 物质 浓度 变化 不 很 剧烈 。 补 料 分 批 培养 的 连续 流 加 方式 包括 恒 
速 流 加 、 指 数 流 加 和 限制 性 底 物 浓度 线性 增加 等 。 通 过 研究 有 关 过 程 动 力学 的 特 
点 可 以 优化 补 料 操作 。 


5.4.1 人 恒 速 流 加 


恒 速 流 加 的 补 料 方式 即 在 发 酵 过 程 中 以 恒定 流速 流 加 料 液 , 是 最 简单 的 补 料 
操作 方式 。 补 料 分 批 培养 示意 图 见 图 5-27。 

假定 反应 器 中 是 理想 的 混合 状态 ,发酵 液 中 只 存 
在 一 种 底 物 限制 菌 体 的 生长 ,限制 性 底 物 的 菌 体 得 率 
系数 Yxs 恒 定 不 变 。 若 在 某 一 时 刻 :, 发 酵 液 中 的 菌 
体 浓度 .限制 性 底 物 浓度 和 产物 浓度 分 别 是 X SR 
P ,发酵 液体 积 为 V ,新 鲜 培养 基 中 的 限制 性 底 物 浓度 
为 Sr , 流 加 速度 恒定 为 下 ,由 于 流 加 培养 基 ,发 酵 液 体 
积 不 断 变化 ,对 发 酵 液 中 的 菌 体 总 量 、 限 制 性 底 物 总 


量 和 产物 总 量 进行 物料 衡 算 如 下 : 图 5-27 补 料 分 批 培养 示意 图 
菌 体 : d — xv (5-79) 

k d(VS) 1 «VX) 
限制 性 底 物 : d F5 yc d (5-80) 
产物 : YD gx (5-81) 
发 酵 液 体积 : dV p (5-82) 


若 发 酵 过 程 较 长 , 且 过 程 中 还 要 加 入 酸 或 碱 调节 pH, 或 添加 消 泡 剂 消 泡 , 则 
式 (5-82) 中 还 应 考虑 酸 、 碱 、 消 泡 剂 加 入 速率 和 水 分 蒸发 速率 。 在 小 型 发 酵 饶 中 
进行 补 料 分 批 培养 时 ,取样 对 发 酵 液体 积 有 不 可 忽视 的 影响 。 

对 式 (5-79) 等 号 左边 的 项 求全 微分 得 


d 二 多 二 (5-83) 


将 式 (5-82) 式 (5-83) 代 入 式 (5-79) 得 


S - (nv )x-e-mx (5-84) 
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类 似 地 ,对 于 限制 性 底 物 和 产物 ,由 式 (5-80) 和 式 (5-81) 可 得 出 


dS. —gy— 2X. T 
一 D(Sr 一 S) 一 人 (5-85) 
aP bp (5-86) 


式 (5-84) 和 式 (5-49) 虽 然 具 有 相同 的 形式 ,但 其 中 F/V 的 意义 不 同 。 连 续 培 
养 的 F/V 表示 因 洗 掉 而 被 稀释 ,在 补 料 分 批 培养 中 F/V 则 是 因 体积 变 大 而 稀释 。 
式 (5-84), 式 (5-85) 和 式 (5-86) 描 述 了 补 料 分 批 培养 中 菌 体 浓度 、 限 制 性 底 物 浓 
度 和 产物 浓度 的 变化 规律 。 开 始 流 加 时 ,加 入 的 限制 性 底 物 不 能 被 菌 体 完 全 利用 ， 
因而 其 浓度 逐渐 上 升 ,而 菌 体 浓度 则 因 稀释 而 下 降 。 随 着 限制 性 底 物 的 流 加 ,发 酵 
液 中 的 菌 体 浓度 逐渐 增 大 ,限制 性 底 物 浓度 逐渐 降低 ,表明 限制 性 底 物 的 添加 速度 
已 跟 不 上 菌 体 的 消耗 。 最 后 .限制 性 底 物 浓度 趋 于 0, 菌 体 浓度 也 接近 定 值 ,培养 
过 程 进入 一 个 拟 稳 态 。 按 式 (5-84), 拟 稳 态 下 菌 体 的 比 生 长 速率 近似 于 稀释 率 。 
由 于 发 酵 液 体积 在 不 断 增 大 .稀释 率 逐 渐 减 小 , 拟 稳 态 下 菌 体 的 比 生长 速率 不 断 减 
小 。 当 限制 性 底 物 浓度 相对 Ks 很 大 时 ,发 酵 液 中 的 菌 体 总 量 随时 间 指 数 增 加 , 进 
入 拟 稳 态 后 则 随时 间 线 性 增加 , 即 

XV = XoVo + FSsYyst (5-87) 
式 中 : Xe 一 一 进入 拟 稳 态 时 的 菌 体 浓 度 ,g/L; 
Vo 一 一 进入 拟 稳 态 时 发 酵 液体 积 ,L。 

如 果 在 开始 流 加 培养 基 时 发 酵 液 的 体积 为 Vo, 经 流 加 时 间 上 ,发酵 液体 积 

V 为 


V=V,+Ft (5-88) 
因此 ,稀释 率 为 
LE : 
D= FF (5-89) 
稀释 率 对 时 间 的 变化 率 为 
aD E ia (5-90) 


dt y (Vo FFD? 
如 果 Vo 较 小 , 流 加 时 间 很 长 ,Vo。<Fi, 则 拟 稳 态 的 比 生 长 速率 变化 率 为 


华 - -去 (5-91) 
t t 
拟 稳 态 并 不 是 严格 的 稳 态 ,这 时 的 限制 性 底 物 浓度 虽然 很 低 , 但 并 不 等 于 0: 
KsF/V 
S= 2 F/V (5-92) 


在 拟 稳 态 下 虽然 限制 性 底 物 浓度 变化 很 小 ,但 其 他 底 物 浓度 变化 可 能 很 大 ,这 
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也 是 它 和 连续 培养 的 稳 态 的 不 同 之 处 。 如 果 限 制 性 底 物 是 能 源 ,Yxs 随 比 生长 速 
率 而 变化 。 当 生成 产物 所 消耗 的 限制 性 底 物 可 以 忽略 时 , 式 (5-80) 可 写成 


d(VS) Sis 1 |, d(VX) 
di FS; Y; x d. mVX (5-93) 
在 拟 稳 态 下 ， 
o (CX) 3 
FS, = Ycdr T mVX (5-94) 


若 在 时 间 t+ 菌 体 总 量 由 指数 增长 转变 为 线性 增长 ,这 时 的 菌 体 浓度 和 发 酵 液 
体积 分 别 为 Xt 和 Vr, 将 式 (5-94) 积 分 得 
E. (Es 


m m 


VX = 一 Vrxr jexp [^ »YsG — 12] (5-95) 


当 培 养 时 间 足 够 长 或 FSe/m 二 XrVrt 时 , 菌 体 总 量 达 到 最 大 (VX ) max AEAN 
入 能 源 的 消耗 全 用 于 维持 : 


VEe EE (5-96) 
m 
车 比 生 产 速 率 Q 恒定 不 变 , 则 由 式 (5-86) 和 式 (5-88) 得 到 
PV- PE QX us (Va +E r 6-97) 
式 中 : PQ—— :一 0 时 的 产物 浓度 mol/L; 
Xu 一 一 拟 稳 态 的 最 大 细胞 浓度 ,g/L; 
P 一 一 t 时 的 产物 浓度 ,mol/L。 
因为 
X max =Y xs SF (5-98) 
所 以 
PV, | Vo | Dt 2 
p= FQ Xs (e | z)r (5-99) 
如 果 Qs 不 恒定 , 则 
OB 1 1^ Ve , Dt 
p= P Le QO Xma (Ve Da (5-100) 


5.4.2 指数 流 加 


由 以 上 讨论 可 知 ,在 进行 恒 速 流 加 的 补 料 分 批 培养 中 ,达到 拟 稳 态 后 菌 体 的 比 
生长 速率 逐渐 减 小 ,限制 性 底 物 浓度 则 保持 在 相当 低 的 水 平 。 采 用 指数 流 加 则 可 
以 保持 恒定 的 比 生长 速率 。 
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在 比 生长 速率 保持 恒定 的 情况 下 ,由 式 (5-80) 可 得 
VX = XoVoexp Cut) (5-101) 
式 中 ,X。 和 Vo 一 一 开始 流 加 时 的 菌 体 浓 度 和 发 酵 液体 积 。 
开始 流 加 时 的 发 酵 液 中 限制 性 底 物 浓度 也 应 恒定 ,由 式 (5-85) 得 


AVX 一 FYxs(Sr 一 S) (5-102) 

LVX LXoVoexp (yt) (5-103) 
Yws(Sr—S) Ys (Sr— Xu) 
REP 


可 见 , 限 制 性 底 物 的 流 加 速率 随时 间 指 数 增 大 。 当 所 和 欲 控制 的 限制 性 底 物 浓 
EE S 与 加 料 中 的 限制 性 底 物 浓度 Sr 相 比 可 以 忽略 时 ,或 者 流 加 引起 的 发 酵 液 体 
积 变化 可 以 忽略 时 , 式 (5-103) 成 为 


F= HVo Xoexp (ut) 


(5-104) 
YxsSF 


5.4.3 限制 性 底 物 浓度 线性 增加 


Mignine 等 [中 提出 了 恒 速 流 加 但 流 加 液 中 限制 性 底 物 浓度 随时 间 线 性 增加 的 
方法 。 利 用 两 个 体积 .形状 相同 的 储 饶 C 和 DD 分 别 存放 浓 、 稀 两 种 培养 基 , 将 C 和 
D 两 饶 从 底部 连通 ,D 饶 配 有 搅拌 器 以 保证 混合 均匀 ,用 泵 了 将 D HERE ROZA 
反应 器 B, 如 图 5-28 所 示 o 


图 5-28 料 液 浓 度 线 性 增 大 的 补 料 分 批 培养 示意 图 
B 一 反应 器 ; CHi, DD 一 稀 液 储 锥 ; P 一 蠕动 泵 
假设 连接 各 储 镀 的 管道 中 由 底 物 浓度 差异 引起 的 扩散 可 以 忽略 , 稀 料 液 和 浓 
料 液 的 密度 相同 , 储 饶 D 中 为 理想 混合 状态 。 


对 浓 液 饶 C. Yes-r, (5-105) 


XERME D: VoL- F-EFc (5-106) 
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式 中 : Fc 一 一 浓 液 储 把 流出 的 混合 液 流量 ,L/h; 
上 一 一 稀 液 储 饶 流出 的 混合 液 流量 ,L/h; 
Vc、Vo 一 一 浓 液体 积 和 稀 液 体积 ,L。 


由 于 C.D 两 缸 相 同 , 所 以 
dVe_ dVp 
E (5-107) 
TR d 3X 5-105) ,3& C5- 106) fS C5- 107) RT Al 
R-L (5-108) 
如 果 流 量 下 恒定 ,D TEMPI]: 的 混合 液体 积 : 
Vo V — 7t (5-109) 
DD 把 的 物料 平衡 式 为 
LEW p S, — FSy (5-110) 
式 中 : Se i E PE REIR g/L 或 mol/L; 
Sy — fs ft E EE TC RE g/L 或 mol/L。 
将 式 (5-106)、 式 (5-108) 和 式 (5-109) 代 入 式 (5-110) 得 
v, Se s =E SFS. (5-111) 
开始 流 加 (t= 二 0) 时 ,D 镀 内 稀 液 浓度 为 Sm ,由 式 (5-111) 得 
So—Sm + gp (Se—Sm) (5-112) 


因此 ,由 浓 液 钠 流 出 的 限制 性 底 物 浓度 随时 间 线 性 增加 。 车 开始 流 加 时 菌 体 的 初 
始 比 生长 速率 为 yo ,发 酵 液 中 限制 性 底 物 浓度 维持 在 接近 0 的 水 平 , 则 限制 性 底 
物料 液 的 流 加 速率 为 

FSy, =E Vo Xo (5-113) 


Yx S 


根据 式 (5-79) . 式 (5-80) 和 式 (5-112) 得 
VX =V, X, EFSuYyst- p 

可 见 , 菌 体 总 量 与 流 加 时 间 呈 二 次 方 (抛物 线 ) 关 系 。 
如 果 关 于 限制 性 底 物 的 菌 体 得 率 Yxs 恒 定 , 则 流 加 结束 时 菌 体 总 量 与 稀 、 浓 料 


液 加 入 量 的 关系 为 


(Sc— Sp )Y xst? (5-114) 


VX—V,Xo=Yws(Se Sm )Vi (5-115) 
由 式 (5-113) 和 式 (5-115) 即 可 确定 下 .Sm 和 Sc。 
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jd 


5-1 简要 回答 微生物 反应 与 酶 促 反 应 的 最 主要 区 别 。 

5-2 Monod 方程 建立 的 几 点 假设 是 什么 ? Monod 方程 与 米 氏 方程 的 主要 区 
别 是 什么 ? 

5-3 简要 说 明 微生物 细胞 群体 反应 动力 学 的 描述 模型 。 

5-4 在 好 氧 培养 荧光 假 单 胞 菌 的 过 程 中 ,已 知 : Yxs 王 180 g/mol,Ywo = 
30. 4 g/mol, 每 消耗 1 mol 葡萄 糖 可 生成 2 mol ATP, 氧 化 磷酸 化 的 P/O—1. 
RK Yaro 

5-5 在 好 氧 培养 酵母 的 过 程 中 ,消耗 了 0. 2 kg 葡萄 糖 和 0.0672 kg O: ,生成 
0. 0746 kg 酵母 菌 和 0. 121 kg CO, ,请 写 出 该 反应 的 质量 平衡 式 , 并 计算 酵母 得 率 
Yws 和 呼吸 商 RQ。 

5-6 以 葡萄 糖 为 碳 源 、 以 所 为 氮 源 培养 酿酒 酵母 ,呼吸 商 RQ 二 1. 04, 消 耗 
100 mol 葡萄 糖 和 48 mol 氨 ,生成 48 mol 菌 体 、312 mol CO; 和 432 mol 水 , 求 氧 的 
消耗 量 和 酵母 菌 体 的 化 学 组 成 。 

5-7 以 甲醇 为 基质 分 批 好 氧 培养 某 种 微生物 ,在 培养 过 程 中 测 得 的 菌 体 生 
成 量 和 基质 量 如 下 : 


时 间 /h 0 2 4 8 10 12 14 16 18 
X/(g/L) 0.200 0.211 0.305 0.980 1.770 3.200 5.600 6.150 6.200 
S/(g/L) 9.230 9.210 9.070 8.030 6.800 4.600 0.920 0.077 0 


求 : px 、Yws、 售 增 时 间 ta、 饱 和 常数 K, 和 + 二 10h 时 细胞 的 比 生长 速率 w。 


符号 说 明 
RQ 呼吸 商 ,g(CO:)/g(O:) S 基质 的 浓度 ,mol/L 
Yxs ”对 基质 的 细胞 得 率 系数 ,g/g 或 g/mol Xc 单位 质量 细胞 所 含 碳 原子 的 质量 ,g/g 
AX ”细胞 的 生成 量 ,g Sc 单位 质量 基质 中 含 碳 原 子 的 质量 ,g/g 
一 AS ”基质 的 消耗 量 ,mol Yc 对 碳 的 细胞 得 率 系数 ,g/g 或 g/mol 
rx 微生物 细胞 的 生长 速率 ,g/(L .hb) Yar ”对 ATP 的 细胞 得 率 ,g/mol 
rs 基质 的 消耗 速率 ,mol/(L * h) Yars 相对 于 基质 的 ATP 生成 得 率 ， 


X 细胞 的 浓度 ,g/L mol/mol 
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Yyo ”对 氧 的 细胞 得 率 ,g/mol Q FHERR, h 

YxP ”对 产物 的 细胞 得 率 ,g/mol Qu, ”反应 热 生成 比 速率 , kJ/(g* h) 

Yxc ”对 CO; 的 细胞 得 率 ,g/mol Ks 饱和 常数 ,g/L 

Yos “对 基质 的 产物 得 率 ,mol/mol F 体积 流量 ,L/h 

Yos ”对 基质 的 CO: 得 率 ,mol/mol D 稀释 速率 ,h 

Yro ”对 氧 的 产物 得 率 ,mol/mol Dc 临界 稀释 率 ,h 

Yo» ”对 产物 的 CO, 得 率 ,mol/mol a 回流 比 

Mx 细胞 的 摩尔 质量 ,g/mol c 回流 液 中 菌 体 的 浓缩 倍数 

Ms 基质 的 摩尔 质量 ,g/mol P, t=0 时 的 产物 浓度 mol/L 

Mp 产物 的 摩尔 质量 ,g/mol E t 时 的 产物 浓度 ,mol/L 

Mo 氧 的 摩尔 质量 ,g/mol Fc 浓 液 储 饶 流出 的 混合 液 流量 ,L/h 

Hy 反应 热 Vc 浓 液 体积 , 

细胞 生长 比 速 率 ,h Vo 稀 液 体积 ,L 

Qs 基质 消耗 比 速率 ,h Sc 浓 液 储 饶 内 料 液 的 浓度 ,g/L 或 mol/L 
Qo, ”和 氧 消耗 比 速率 ,h” So Fo GRE PUES ICI VIE ,g/L 或 mol/L 
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提 要 


生物 反应 器 是 用 于 完成 生物 化 学 反应 的 核心 设备 ,为 生物 化 学 反应 提供 合适 
的 场所 和 反应 条 件 。 可 以 从 生物 催化 剂 的 种 类 、 操 作 方式 、 反 应 器 的 结构 特征 及 反 
应 物 的 相 态 等 角度 对 生物 反应 器 进行 分 类 。 

微生物 有 好 氧 和 厌 氧 之 分 ,因此 ,生物 反应 器 也 可 相应 的 分 为 两 类 。 常 用 的 好 
氧 生 物 反 应 器 有 机 械 搅拌 通风 式 、 机 械 搅拌 自 吸 式 、 气 升 环流 式 、 鼓 泡 塔 式 等 。 机 
械 搅拌 通风 缔 式 反应 器 具有 传 质 、 传 热 良好 等 优点 ,但 剪 切 力 过 高 会 损伤 细胞 , 且 
搅拌 消耗 的 功率 较 大 。 机 械 搅 拌 自 吸 式 反 应 器 是 一 种 不 需要 空气 压缩 机 提供 加 压 
空气 ,而 依靠 机 械 搅拌 吸 气 装置 吸入 无 菌 空气 ,并 同时 实现 混合 搅拌 与 溶 氧 传 质 的 
反应 器 ,机 械 搅拌 自 吸 式 反应 器 具有 溶 氧 系数 较 高 的 优点 。 气 升 环流 式 反 应 器 是 
以 输入 的 气体 为 动力 , 靠 导 流 装置 的 引导 ,形成 气 液 混合 物 的 总 体 有 序 循环 。 其 结 
构 较 简单 ,不 需 搅拌 ,因此 设备 造价 相对 较 低 ,易于 清洗 ,维修 。 但 是 , 气 升 环 流 式 
反应 器 要 求 的 通气 量 和 通气 压 头 较 高 。 鼓 泡 塔 式 反 应 器 是 以 气体 为 分 散 相 、 液 体 
为 连续 相 的 反应 器 。 鼓 泡 塔 式 反应 器 的 高 径 比 通常 大 于 6, 因 此 也 称 为 鼓 泡 塔 。 
通风 固体 发 酵 设 备 与 液体 发 酵 设 备 区 别 较 大 ,本 章 对 最 为 常见 的 自然 通风 固体 发 
酵 设 备 和 强制 通风 固体 发 酵 设 备 分 别 进 行 了 介绍 。 

乙醇 和 啤酒 发 酵 设 备 是 典型 的 嫌 气 发 酵 设 备 。 乙 醇 发 酵 镑 一 般 为 圆柱 形 的 简 
体 , 底 盖 和 顶 盖 常 为 碟 形 或 锥 形 , 负 内 通常 不 安装 机 械 搅拌 器 。 啤 酒 行业 常 采用 图 
柱 锥 底 啤 酒 发 酵 匀 , 其 内 部 也 不 安装 机 械 搅拌 装置 。 圆 柱 锥 底 发 酵 匀 容 量 大 、 发 酵 
速度 快 ,易于 沉淀 凝固 物 和 收集 下 面 的 酵母 。 


6.1 生物 反应 器 的 设计 目标 和 原则 


1. 生物 反应 器 的 设计 目标 


生物 反应 过 程 就 是 利用 生物 催化 剂 将 原料 转化 成 产物 的 生产 过 程 。 通 常 , 生 
物 反应 过 程 包括 四 个 组 成 部 分 : 
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(1) 原材料 的 预 处 理 ; 

(2) 生物 催化 剂 的 制备 ; 

(3) 生物 反应 器 的 选择 及 反应 条 件 的 调控 ; 

(4) 产物 的 分 离 提 纯 。 

在 生物 反应 过 程 中 ,生物 反应 器 (biological reactor) 是 用 于 完成 生物 化 学 反应 
的 核心 装置 , 它 处 于 生物 反应 过 程 的 中 心地 位 ,是 连接 原料 和 产物 的 桥梁 ,为 生物 
化 学 反应 提供 合适 的 场所 和 最 佳 的 反应 条 件 , 以 便 使 底 物 (原料 ) 在 生物 催化 剂 的 
催化 下 ,最 大 限度 地 转化 成 产物 (图 6-1) 。 


生物 催化 剂 制备 过 程 调 控 | 能 量 
[ | 
原料 预 处 理 一 | Kii 生物 反应 器 Mm] 产物 分 离 提纯 Imm 产品 
i 
| | 
空气 一 -=| 除 菌 热量 废物 


图 6-1 生物 反应 过 程 示意 图 


生物 反应 器 的 选择 与 设计 是 生化 工程 的 中 心 问题 。 如 何 设计 一 个 反应 器 以 充 
分 发 挥 生化 反应 的 优点 ,为 生物 体 的 生长 .繁殖 和 代谢 提供 最 佳 的 环境 ,使 生物 体 
能 更 快 更 好 地 生长 和 代谢 ,以 得 到 更 多 的 生物 量 或 产物 ,并 从 生化 工程 的 角度 来 克 
服 一 些 限制 因素 ,寻求 反应 目的 产物 的 高 生成 速率 和 高 浓度 ,从 而 达到 优质 、 高 产 、 
低 成 本 ,这 就 是 生物 反应 器 的 设计 目标 。 


2. 生物 反应 器 的 特点 


在 设计 生物 反应 器 时 ,应 注意 生物 反应 器 的 以 下 特点 : 

COD. 与 一 般 化 学 反应 不 同 ,生物 反应 是 由 生物 催化 剂 一 酶 或 细胞 来 催化 的 。 
这 就 决定 了 生物 反应 必须 在 比较 温和 的 条 件 下 进行 ,也 就 是 说 在 接近 中 性 的 、 常 压 
的 、 较 低 的 温度 及 近似 细胞 生理 条 件 下 进行 。 

(2) 生物 的 酶 系 是 非常 复杂 的 ,在 活 细胞 中 它们 相互 协调 而 处 于 最 优化 的 状 
态 。 而 对 于 生物 反应 器 ,一 方面 ,由 于 反应 的 环境 条 件 会 随 着 反应 的 进行 而 改变 ; 
另 一 方面 ,在 生化 反应 过 程 中 ,应 使 生物 催化 剂 能 够 在 反应 器 中 均匀 分 布 ,由 于 生 
化 反应 发 生 在 溶液 中 ,存在 传 质 阻力 ,使 反应 速度 受 限 ,这 是 制约 生物 反应 器 生产 
能 力 的 主要 因素 。 这 就 需要 控制 反应 过 程 使 其 处 于 最 优化 的 条 件 下 ,其 中 最 重要 
的 是 传 质 与 传 热 的 问题 。 
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C3) 对 生长 细胞 来 说 ,要 考虑 到 如 何 维持 发 酵 的 最 佳 条 件 , 主 要 包括 细胞 营 
养 、 代 谢 的 调控 以 及 反应 产物 的 干扰 。 生 产 代谢 产物 特别 是 次 级 代谢 产物 时 ,含有 
一 些 速度 限制 因素 , 常 有 一 些 关 键 酶 起 着 速度 限制 作用 ,这 常 可 利用 遗传 学 的 手段 
或 增加 细胞 浓度 来 克服 。 培 养 基 中 的 成 分 如 碳 、 氮 或 磷酸 盐 含量 的 控制 非常 重要 ， 
以 免 引 起 分 解 代谢 物 抑制 现象 或 阻止 某 一 关键 酶 的 合成 。 而 由 于 底 物 及 产物 对 酶 
活 或 酶 合成 的 抑制 , 底 物 及 产物 的 浓度 亦 必 须 加 以 控制 。 

(4) 对 于 细胞 反应 器 ,在 反应 进行 的 同时 细胞 本 身 也 在 增殖 ,为 了 使 细胞 能 有 
效 地 维持 催化 活性 ,在 反应 过 程 中 必须 避免 受到 外 界 杂 菌 的 污染 ,这 也 是 设计 生物 
反应 器 设计 时 需要 考虑 的 。 

(5) 到 目前 为 止 ,大 多 数 生 化 反应 皆 在 水 相 中 进行 ,相对 来 说 产物 浓度 较 低 ， 
所 用 生物 催化 剂 应 具有 较 高 的 浓度 和 比 活力 才能 获得 较 高 的 产物 转化 率 。 


3. 生化 反应 器 的 设计 原则 


反应 器 在 工程 上 的 设计 原则 是 基于 强化 传 质 、 传 热 等 操作 ,将 催化 剂 的 活性 控 
制 在 最 佳 条 件 , 并 在 保证 产品 质量 的 前 提 下 降低 成 本 。 生 物 反 应 器 的 选 型 设计 与 
操作 离 不 开 生物 反应 动力 学 ,一 般 设计 反应 器 时 要 使 用 物料 衡 算式 、 热 平衡 式 、 反 
应 动力 学 公式 和 与 流体 流动 特性 有 关 的 公式 等 ,但 基本 原理 都 是 基于 反应 系统 中 
各 成 分 适用 的 质量 守恒 定律 。 无 论 何 种 封闭 系统 ,物料 平衡 总 是 适用 的 。 

对 于 某 一 特定 的 生物 反应 过 程 ,为 达到 反应 器 设计 的 基本 目标 ,一 般 从 反应 器 
型 式 ,操作 方式 和 操作 条 件 进行 分 析 、 选 择 和 计算 。 从 反应 器 型 式 和 操作 方式 角度 
分 析 , 涉 及 反应 器 的 流动 与 混合 状态 、 流 体力 学 特性 、 传 热 和 传 质 特性 。 因 此 ,在 反 
应 器 设计 过 程 中 ,掌握 这 些 特 性 ,以 使 酶 或 细胞 的 催化 活性 达到 最 大 ,同时 尽量 降 
低 传 递 因素 对 过 程 动力 学 速率 的 影响 程度 。 从 操作 条 件 的 角度 分 析 , 是 在 确定 合 
理 的 工艺 参数 后 ,根据 给 定 的 生产 能 力 , 确 定 反应 器 的 有 效 体积 及 尺寸 。 无 论 反 应 
器 的 操作 方式 如 何 , 各 种 衡 算式 均 是 反应 器 设计 的 基本 依据 。 


6.2 生物 反应 器 的 分 类 


生物 反应 器 在 生产 过 程 中 具有 重要 作用 ,是 生物 技术 产业 化 的 关键 设备 。 生 
物 反 应 的 环境 条 件 在 很 大 程度 上 决定 了 生物 加 工 过 程 的 效率 ,而 生物 反应 器 的 作 
用 正 是 为 生物 反应 提供 可 以 人 为 控制 的 ,适宜 的 环境 条 件 。 

自 20 世纪 40 年 代 以 来 , 随 着 青霉素 的 大 规模 生产 ,生物 反应 器 的 结构 、 性 能 
和 用 途 也 在 不 断 发 展 。 由 于 生物 催化 剂 种 类 和 生产 目的 的 多 样 性 ,已 开发 出 种 类 
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繁多 的 生物 反应 器 ,不 同 的 生物 反应 器 在 结构 和 操作 方式 上 具有 不 同 特点 。 根 据 
生物 反应 器 的 结构 和 操作 方式 的 某 些 特征 ,可 以 从 多 个 角度 对 其 进行 分 类 。 

(1) 根据 生物 催化 剂 分 类 

生物 催化 剂 包括 酶 和 细胞 两 大 类 ,相应 地 ,生物 反应 器 也 可 以 分 为 酶 反应 器 和 
细胞 反应 器 。 

酶 催化 反应 与 一 般 的 化 学 反应 并 没有 本 质 的 区 别 ,只 是 酶 催化 反应 的 条 件 比 
较 温 和 。 酶 反应 器 的 结构 往往 与 化 学 反应 器 相 类 似 , 只 是 通常 不 需要 太 高 的 温度 
和 压力 。 游 离 酶 常 采用 搅拌 缸 反 应 器 ,固定 化 酶 除 搅拌 缸 反 应 器 外 , 常 选择 固定 床 
反应 器 及 膜 反应 器 。 

细胞 培养 过 程 是 典型 的 自 催 化 过 程 ,细胞 本 身 既是 催化 剂 ,又 是 反应 的 主要 产 
物 之 一 。 因 此 ,催化 剂 的 量 是 随 反 应 的 进行 而 不 断 增加 的 。 对 于 这 种 活 的 催化 剂 ， 
在 反应 过 程 中 保持 细胞 的 生长 和 代谢 活性 是 对 反应 器 设计 的 最 基本 要 求 。 根 据 细 
胞 类 型 的 不 同 ,细胞 反应 器 又 可 分 为 微生物 细胞 反应 器 \ 动 物 细胞 反应 器 和 植物 细 
胞 反应 器 。 

(2) 根据 操作 方式 分 类 

根据 底 物 加 入 方式 不 同 , 可 以 将 生物 反应 器 分 为 间 鞭 式 反应 器 .连续 式 反应 
和 半 连 续 ( 流 加 ) 式 反应 器 。 

间 上 欧式 生物 反应 器 的 特点 是 一 次 投料 后 ,在 适当 条 件 下 进行 反应 , 待 反应 完毕 
后 ,再 投入 新 的 反应 物 进 行 下 一 批 生产 。 所 以 , 间 砍 式 反应 器 内 的 成 分 是 随 反 应 时 
间 而 变化 的 ,属于 非 稳 态 系统 ,但 在 任 一 瞬间 是 均匀 的 。 

连续 式 生 物 反 应 器 的 特点 是 向 反应 器 中 投料 后 , 待 反 应 达到 稳定 状态 后 ,以 恒 
定 流速 进 料 与 出 料 ,反应 物 的 体积 保持 恒定 ,这 就 是 连续 式 反 应 器 。 在 此 种 反应 器 
中 ,物料 的 成 分 是 恒定 的 ,不 随 反 应 时 间 而 变 , 整 个 体系 处 于 稳 态 。 

半 连 续 ( 流 加 ) 式 反应 器 的 特点 是 在 培养 过 程 中 补 加 底 物 ,但 不 出 料 。 其 操作 
方式 介 于 间 钦 式 与 连续 式 之 间 。 半 连续 ( 流 加 ) 式 反应 器 克服 了 底 物 浓度 过 高 影响 
菌 体 得 率 和 代谢 产物 生成 速率 的 问题 。 

C3) 根据 反应 器 内 流体 流动 及 物料 混合 程度 分 类 

根据 反应 器 内 流体 流动 及 物料 混合 程度 ,反应 器 可 分 为 理想 反应 器 和 非 理想 
反应 器 。 理 想 反应 器 又 可 分 为 间 鞭 式 全 混流 反应 器 (BSTR) .连续 式 全 混流 反应 
器 (CSTR) 和 活塞 流 反应 器 (PFR) 。 

非 理 想 生物 反应 器 需要 考虑 流动 和 混合 的 非 理想 程度 ,如 流体 在 连续 操作 反 
应 器 中 的 停留 时 间 分 布 . 微 混合 问题 .反应 器 轴 向 或 径 向 扩散 等 问题 。 间 向 操作 的 
非 理想 生物 反应 器 则 需要 考虑 混合 时 间 、 剪 切 力 分 布 . 各 组 分 浓度 及 温度 分 布 等 复 
杂 问 题 。 
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(4) 根据 反应 器 的 结构 特征 分 类 

按 几何 构 形 (高 径 比 和 长 径 比 ) 和 结构 特征 ,反应 器 可 为 缸 式 (模式 或 铭 式 ) , 管 
式 、 塔 式 及 膜 式 等 儿 类 。 饶 式 反应 器 高 径 比 一 般 为 1 一 3, 是 最 常见 的 生物 反应 器 。 
管 式 反应 器 长 径 比 最 大 (一 般 大 于 30)。 塔 式 反 应 器 的 高 径 比 介 于 急 式 与 管 式 之 
间 , 而 且 通 常 是 竖 直 安放 的 。 管 式 和 塔 式 反应 器 一 般 只 能 用 于 连续 操作 。 膜 式 反 
应 器 是 在 其 他 形式 的 反应 器 中 装 有 膜 件 ,以 使 游离 酶 (细胞 ) 或 固定 化 酶 (细胞 ) 保 
留 在 反应 器 内 而 不 随 反 应 产物 排出 。 

(5) 根据 相 态 分 类 

按 生物 反应 或 反应 物 是 在 一 个 相 内 或 是 在 多 个 相 内 进行 ,反应 器 可 分 为 均 相 
反应 器 和 非 均 相 反应 器 。 

均 相 反应 器 是 反应 只 在 一 个 相 内 进行 。 如 葡萄 糖 异 构 化 反应 ,葡萄 糖 及 异 构 
酶 均 溶解 于 水 ,反应 在 液 相 内 进行 。 由 于 反应 物 、 催 化 剂 及 产物 在 搅拌 作用 下 能 达 
到 分 子 水 平 的 均匀 混合 ,不 存在 传 质 问题 ,因而 这 种 反应 器 一 般 比 较 简单 。 

非 均 相 反应 器 是 生物 反应 或 反应 物 不 在 同一 相 中 ,如 固定 化 酶 反应 器 。 


6.3 好 氧 微生物 细胞 反应 器 


微生物 有 好 氧 和 厌 氧 之 分 ,在 大 氧 发 酵 时 ,不 需要 氧气 .例如 啤酒 的 生产 ,乳酸 
的 生产 。 大 多 数 的 微生物 生化 反应 都 是 需 氧 的 ,其 反应 器 通常 采用 通风 和 搅拌 来 
增加 氧 的 溶解 。 通 风 发 酵 设备 应 具有 良好 传 质 和 传 热 性 能 、 结 构 严 密 、 防 杂 菌 污 
染 、 培 养 基 流动 与 混合 良好 、 检 测 与 控制 良好 ,设备 较 简 单方 便 维护 及 能 耗 低 等 特 
点 。 目 前 ,常用 的 好 氧 生物 反应 器 有 机 械 搅拌 通风 式 、 机 械 搅拌 自 吸 式 、 气 升 环流 
式 、 鼓 泡 塔 式 等 ,其 中 机 械 搅 拌 通风 式 反 应 器 在 发 酵 工 业 中 应 用 最 为 广泛 。 


6.3.1 机 械 搅拌 通风 钠 式 反应 器 


自从 最 早 在 青霉素 发 酵 工 业 上 取得 巨大 成 功 以 来 ,机 械 搅拌 通风 缸 式 反 应 器 
一 直 是 发 酵 工 业 上 的 主流 生物 反应 器 。 据 不 完全 统计 , 它 在 工业 生产 中 占 发 酵 饶 
总 数 的 70% 一 80% ,因而 ,也 称 为 通用 式 发 酵 负 。 机 械 搅拌 通风 缸 式 反应 器 广 
泛 应 用 于 抗生素 .酵母 菌 氨基酸 、 有 机 酸 、 酶 制剂 等 发 酵 产品 的 生产 中 ,容积 为 
0. 02 一 500 ms 。 
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1. 机 械 搅拌 通风 缸 式 反应 器 的 结构 


机 械 搅拌 通风 色 式 反应 器 是 利用 机 械 搅拌 器 的 作用 ,使 无 菌 空气 与 发 酵 液 充 
分 混合 ,促使 氧 在 发 酵 液 中 溶解 ,为 好 氧 生物 的 生长 .繁殖 、 代 谢 及 发 酵 过 程 提 供 所 
需 氧 气 。 机 械 搅拌 通风 饶 式 反应 器 的 结构 如 图 6-2 所 示 , 它 是 借 撑 拌 涡轮 输入 混 
合 以 及 相 际 传 质 所 需要 的 功率 。 这 种 反应 器 的 适应 性 强 , 从 牛顿 型 流体 到 非 牛顿 
型 的 丝 状 菌 发 酵 液 ,都 能 根据 实际 情况 和 需要 为 之 提供 较 高 的 传 质 速率 和 必要 的 
混合 速度 。 它 的 基本 结构 包括 缸 体 、 搅 拌 装置 、. 换 热 装置 、 挡 板 、 消 泡 器 .电动 机 与 
变速 装置 .空气 分 布 装置 等 ,并 在 缸 体 的 适当 部 位 设置 排 气 、. 取 样 `. 放 料 、 接 种 等 管 
的 接口 以 及 人 孔 、 视 镜 等 部 件 。 

CD bp 

TIL tof FERE XU SX I 1 i A E A bt DUE [eR DL TER ER BITES EF Sk 48 E i JL. E 
SOE HIR B5 8 E. ME IS RER SE — E T 71 RI if BE o8 a6 ECKE SE 1307 C 和 
0. 25 MPa( 绝 压 ) , ERE JE REPOR T HEI ARRSH HR 3 ALTRE HC JE 
9; Cmm) FEE SE JE EE 0; (mm) 8T JH FG SEU : 


NE E $ 
ôi 330[e]g — 5 € (6-D 
= Ty : - 
62 200[s]g FE (6-2) 
式 中 : p 耐 受 压 强 ,MPa( 表 压 ); 
T 一 一 饶 径 ， 


9 一 一 焊 缝 系数 , 双 面 对 焊 o0. 8.2618 4E p 一 1.0; 
C 一 一 腐蚀 裕 度 , 当 一 C 一 10 mm 时 ,C=3 mm; 
[o] 一 一 许 用 应 力 ; 
y 一 一 开 孔 系数 ,对 发 醇 饶 可 取 2. 3。 
MEZE 1 m( 公 称 容积 1.7 mi’ ) 以 下 的 反应 器 , 封 头 可 用 法 兰 与 简 身 连接 , 灸 径 
大 于 1 m 的 反应 器 , 封 头 直 接 焊 在 简 身 ,但 封 头 上 应 开 人 孔 ,以便 进 饶 检 修 。 
(2) 搅拌 器 和 挡 板 
搅拌 器 的 主要 作用 是 混合 和 传 质 ,使 通 入 的 空气 分 散 成 气泡 并 与 发 酵 液 充分 
混合 ,使 气泡 细碎 以 增 大 气 一 液 界 面 ,获得 所 需要 的 溶 氧 速 率 , 并 使 生物 细胞 悬浮 
分 散 于 发 酵 体系 中 ,以 维持 适当 的 气 - 液 - 固 (细胞 ) 三 相 的 混合 与 质量 传递 ,同时 强 
化 传 热 过 程 。 因 此 ,搅拌 器 的 设计 应 使 发 酵 液 有 足够 的 径 向 流动 和 适度 的 轴 向 
运动 。 


搅拌 器 可 以 使 被 搅拌 的 流体 产生 圆周 运动 , 称 为 原生 流 。 原 生 流 在 受到 挡 板 
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的 作用 后 又 产生 了 径 向 运动 ,这 称 为 次 生 流 。 显 然 ,原生 流 的 圆周 运动 无 助 于 流体 
混合 ,流体 混合 的 好 坏 主 要 取决 于 次 生 流 。 原 生 流 速 与 搅拌 转速 成 正比 ,而 次 生 流 
速 则 近似 与 搅拌 转 数 的 平方 成 正比 ,因此 当 转 速 提高 时 ,主要 是 由 于 次 生 流速 的 加 
快 而 使 流体 的 混合 、 传 热 以 及 传 质 速率 提高 。 近 年 来 ,对 搅拌 叶轮 形式 的 研究 开发 
均 侧 重 于 使 次 生 流速 得 到 加 强 , 以 利于 混合 、 传 热 、 传 质 。 为 了 使 发 酵 饶 内 的 流体 
充分 地 被 搅拌 ,应 根据 发 酵 缸 的 容积 ,同一 搅拌 轴 配 置 多 个 搅拌 器 。 

搅拌 叶轮 有 涡轮 式 ,螺旋桨 式 和 平 桨 式 等 ,目前 采用 较 多 的 是 涡轮 式 。 涡 轮 式 
搅拌 器 具有 结构 简单 .传递 能 量 高 , 溶 氧 速率 高 等 优点 ,但 其 轴 向 混合 较 差 ,搅拌 强 
度 随 搅拌 轴 距 增 大 而 减弱 ,为 了 避免 气泡 在 阻力 较 小 的 搅拌 器 中 心 部 位 沿 着 轴 周 
边 上 升 锡 出 ,在 搅拌 器 中 央 安 装 有 圆 盘 。 常 用 的 圆 盘 涡轮 搅拌 器 有 平 叶 式 ` 弯 叶 式 
和 箭 叶 式 三 种 ,叶片 数量 一 般 为 六 个 。 在 相同 的 搅拌 功率 下 ,搅拌 桨 粉碎 气泡 和 翻 
动 液体 能 力 如 表 6-1 所 示 。5 


表 6-1 常用 的 搅拌 桨 粉碎 气泡 和 翻动 液体 能 力 


平 叶 E 箭 叶 
碎 粉 气泡 能 力 十 十 十 十 十 + 
翻动 液体 能 力 十 ++ +++ 


为 了 防止 搅拌 器 运转 时 流体 产生 大 的 洲 涡 ,促使 流体 在 各 个 方向 的 混合 ,增加 
深 氧 ,提高 搅拌 效率 ,在 发 酵 缸 内 壁 需 安装 挡 板 。 挡 板 的 设计 需 满足 "全 挡 板 条 
件 ”。 所 谓 全 挡 板 条 件 是 指 在 搅拌 缸 中 再 增加 挡 板 或 者 其 他 附件 时 ,搅拌 功率 不 再 
增加 。 挡 板 的 数目 通常 为 4 一 6 块 。 挡 板 的 高 度 自 饶 底 起 至 设计 的 液 面 高 度 为 止 ， 
同时 挡 板 应 与 缸 壁 留 有 一 定 的 空隙 ,其 间隙 为 (1/5 一 1/8)T。 发 酵 缸 内 竖立 的 列 
管 . 排 管 或 蛇 管 也 可 以 起 挡 板 的 作用 。 

(3) 空气 分 布 器 

空气 分 布 器 也 称 通风 管 , 是 将 无 菌 空气 引入 到 发 酵 液 中 的 装置 。 对 一 般 的 机 
械 搅拌 通风 饶 式 反应 器 ,空气 分 布 器 主要 有 环形 管 式 和 单 管 式 。 由 于 气泡 的 破碎 
主要 依靠 搅拌 器 的 剪 切 作用 ,同时 也 为 了 防止 培养 液 中 固体 物料 堵塞 空气 分 布 管 ， 
常 采用 单 管 式 JT ELSE TF E O EXER H A ,与 负 底 距离 约 40 mm。 环 形 空气 分 
布 管 上 的 空气 喷 孔 应 在 搅拌 叶轮 叶片 内 边 之 下 ,同时 喷气 孔 应 向 下 以 尽 可 能 减少 
培养 液 在 环形 分 布 管 上 滞留 。 

(4) 消 泡 装 置 

培养 基 中 的 蛋白 质 或 多 肽 及 细胞 生长 过 程 中 向 培养 介质 释放 的 蛋白 质 都 是 表 
面 活性 剂 ,在 通气 和 搅拌 的 条 件 下 会 使 发 酵 体 系 表面 产生 泡沫 ,过 量 的 泡沫 会 使 培 
养 介质 随 排 气 而 外 溢 ,增加 感染 杂 菌 的 机 会 。 机 械 搅拌 通风 负 式 反应 器 在 设计 和 
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操作 上 应 进行 泡沫 控制 。 

机 械 搅拌 通风 色 式 反应 器 的 装 液 量 一 般 不 能 超过 容器 容积 的 70% 一 80% ,一 
方面 ,这 是 由 于 通气 后 液 面 会 有 所 上 升 ;更 重要 的 原因 是 , 预 留 部 分 空间 可 以 避免 
泡沫 马上 冲 出 钠 体 ,为 消除 泡沫 提供 一 段 缓冲 空间 和 时 间 。 

在 通气 发 酵 生产 中 ,通常 采用 两 种 主要 的 消 泡 方法 即 机 械 消 泡 和 化 学 试剂 消 
泡 。 通 常 在 通气 搅拌 饶 顶 部 安装 消 泡 装置 , 称 为 消 泡 桨 ,其 作用 就 是 通过 机 械 作用 
消除 泡沫 , 消 泡 桨 可 直接 安装 在 上 搅拌 轴 上 。 植 物 油 、 聚 醚 类 非 离子 型 表面 活性 剂 
都 可 以 用 于 化 学 消 泡 ,它们 可 以 直接 配制 在 培养 基 中 ,也 可 以 在 发 酵 过 程 中 根据 需 
要 加 入 。 

(5) 轴 封 

轴 封 的 作用 是 防止 杂 菌 污染 和 泄漏 ,搅拌 器 轴 与 负 顶 或 缸 底 连接 处 都 需要 轴 
封 ,常用 的 轴 封 有 填料 函 轴 封 和 端面 轴 封 。 

填料 函 轴 封 由 填料 箱 体 、 铜 环 、 填 料 \ 填 料 压 盖 、 压 紧 螺 栓 等 零件 构成 ,使 旋转 
轴 达 到 密封 效果 。 其 优点 是 结构 简单 ,缺点 是 死角 多 ,容易 泄漏 和 染 菌 , 轴 的 磨损 
严重 ,填料 压 紧 后 摩擦 功率 消耗 大 ,因此 ,目前 工业 生产 中 应 用 较 少 ,而 是 常 采用 端 
面 轴 封 。 

端面 轴 封 有 单 端面 轴 封 和 双 端 面 轴 封 。 单 端面 轴 封 是 在 密封 机 构 中 仅 有 一 对 
摩擦 环 , 双 端面 轴 封 是 在 密封 机 构 中 有 两 对 摩擦 环 。 端 面 轴 封 的 优点 是 密封 较 好 ， 
不 易 发 生 泄漏 ;无 死角 ,易于 清洁 、 灭 菌 ; 摩 擦 功率 较 小 。 其 缺点 是 结构 较 复杂 , 拆 
装 不 便 。 


2. 机 械 搅拌 通风 缸 式 反应 器 的 特点 


机 械 搅拌 通风 灸 式 反应 器 具有 以 下 优点 : @ 在 搅拌 桨 的 剪 切 力作 用 下 ,一方 
面 强化 了 流体 的 湛 流 ; 另 一 方面 ,对 气泡 破碎 良好 ,提高 了 气 液 相 界面 积 。 上 述 两 
方面 都 有 利于 促进 氧 的 传递 ,使 机 械 搅拌 通风 灸 式 反 应 器 即使 在 发 酵 液 茜 度 较 高 
时 也 能 满足 细胞 生长 和 代谢 对 氧 传递 的 需要 。 加 适当 的 剪 切 力也 有 利于 减 小 丝 状 
微生物 菌 丝 团 的 尺寸 ,改善 氧 和 营养 物质 的 传递 。@@ 机 械 搅拌 通风 负 式 反应 器 工 
业 规模 的 放大 方法 已 规范 化 。@ 适 合 于 连续 培养 。 但 同时 它 也 具有 以 下 缺点 : 
加 搅拌 消耗 的 功率 大 ; @ 内 部 结构 复杂 ,如 不 能 彻底 清洗 干净 , 易 造 成 染 菌 ; @ 过 
高 的 剪 切 力 对 细胞 生长 是 有 害 的 。 


6.3.2. ”机械 搅拌 自 吸 式 反应 器 


机 械 搅拌 自 吸 式 反 应 器 是 一 种 不 需要 空气 压缩 机 提供 加 压 空 气 ,而 依靠 机 械 
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搅拌 吸 气 装 置 吸入 无 菌 空气 ,并 同时 实现 混合 搅拌 与 溶 氧 传 质 的 反应 器 。20 世纪 
60 年 代 开 始 在 欧洲 和 美国 展开 研究 开发 ,然后 在 国际 和 国内 的 酵母 及 单 细胞 蛋白 
生产 .醋酸 发 酵 及 生化 曝 气 方面 得 到 应 用 。 


1. 机 械 搅拌 自 吸 式 反应 器 的 吸 气 原 理 


机 械 搅拌 自 吸 式 反应 器 的 构造 如 图 6-3 所 示 ,关键 部 件 是 带 有 中 央 吸 气 口 的 
搅拌 器 ,简称 为 转子 。 这 种 搅拌 器 的 作用 相当 于 离心 泵 的 叶轮 ,内 部 空心 ,四 周 有 
叶片 ,叶片 一 般 有 六 叶 、 九 叶 等 。 当 反应 器 内 装 有 发 酵 液 ,叶轮 高 速 旋 转 ,液体 被 甩 
向 叶轮 外 缘 ,因而 在 叶轮 中 心 造 成 负 压 ,空气 被 引入 , 气 液 通过 导向 叶轮 均匀 分 布 
而 被 忆 出 ,并 使 空气 在 循环 的 发 酵 液 中 分 裂 成 细碎 的 气泡 ,在 满 流 状态 下 混合 、 沸 
动 和 扩散 。 因 此 , 自 吸 式 充气 装置 在 搅拌 的 同时 完成 了 充气 作用 。 


消 泡 转轴 


图 6-3 机 械 搅拌 自 吸 式 反 应 器 
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2. 机 械 搅拌 自 吸 式 反应 器 的 特点 


与 机 械 搅拌 通风 发 酵 缸 相 比 , 自 吸 式 反 应 器 具有 如 下 优点 : 

(1) 不 必 配置 空气 压缩 机 及 其 附属 设备 ,节约 设备 投资 ,减少 厂房 面积 ; 

(2) 气 液 接触 良好 ,气泡 分 散 较 细 ,因而 溶 氧 系数 较 高 ,能 耗 较 低 。 

其 缺点 是 : 空气 靠 反 应 液 高 速 流动 形成 的 负 压 吸入 ,增加 了 染 菌 的 机 会 ; 同 
时 ,必须 配备 低 阻力 损失 的 高 效 空气 过 滤 系 统 。 为 克服 上 述 缺 点 ,可 采用 自 吸 气 与 
鼓 风 相 结 合 的 鼓 风 自 吸 式 发 酵 系统 , 即 在 过 滤器 前 加 装 一 台 鼓 风机 ,适当 维持 无 菌 
空气 的 正 压 ,这 不 仅 可 减少 染 菌 机 会 ,还 可 增 大 通风 量 ,提高 溶 氧 系 数 。 


3. 机 械 搅拌 自 吸 式 反应 器 的 设计 要 点 


CD 发 酵 缸 的 高 径 比 

反应 器 通气 和 搅拌 的 目的 是 气 液 固 三 相 充 分 混合 与 分 散 , 强 化 气 液 传 质 ,为 生 
物 催化 剂 提供 溶解 氧 ,促进 微生物 与 液 相 中 营养 成 分 及 生成 产物 等 的 质量 传递 ,并 
强化 热量 传递 。 由 于 自 吸 式 反应 器 是 靠 转子 转动 形成 的 负 压 而 吸 气 通风 的 , 吸 气 
装置 是 浸没 于 液 相 中 的 ,所 以 为 保证 较 高 的 吸 风量 ,发酵 缸 的 高 径 比 H/D 不 宜 取 
大 , 且 铅 容 增 大 时 ,H/D 应 适当 减少 ,以 保证 搅拌 吸 气 转子 与 液 面 的 距离 为 2 一 3 m. 
对 于 黏度 较 高 的 发 酵 液 ,为 了 保证 吸 风量 ,应 适当 降低 饶 的 高 度 。 

(2) 转子 的 确定 四 

三 棱 叶 转子 的 特点 是 转子 直径 较 大 ,在 较 低 转 速 时 可 获得 较 大 的 吸 气量 , 当 饶 
压 在 一 定 范围 内 变化 时 ,其 吸 气量 也 比较 稳定 , 吸 程 较 大 ,但 所 需 的 搅拌 功率 也 
较 高 。 

三 棱 叶 叶轮 直径 D 一 般 等 于 反应 器 直径 的 0. 35 倍 。 为 提高 溶 氧 ,可 减少 转 
子 直径 ,适当 提高 转速 。 

四 弯 叶 转子 的 特点 是 剪 切 作用 较 小 .阻力 小 、 消 耗 功率 较 小 .直径 小 而 转速 高 、 
吸 气 量 较 大 ` 溶 氧 系数 高 。 叶 轮 外 径 和 缸径 比 为 1/8 一 1/15, 叶 轮 厚度 为 叶轮 直径 
的 1/4—1/5. 

(3) 吸 气量 的 计算 

自 吸 式 发 酵 缸 的 吸 气 量 可 用 准 数 法 进行 计算 和 比拟 放大 设计 。 当 满足 单位 体 
积 功率 消耗 相等 的 前 提 下 ,三 棱 叶 自 吸 式 搅拌 器 的 吸 气量 可 由 下 式 确定 : 

f(N, Fr) 0 (6-3) 

AP: N. POE. N, = Ve/nD’; 

Fr 一 一 弗 劳 德 数 ,Fr 二 n D/g, 其 中 ,D 为 叶轮 直径 ,m,n 为 叶轮 转速 ,~/s， 

Vi 为 吸 气 量 ,m ;/s,g 为 重力 加 速度 常数 ,g 一 9. 81 m/s? 
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6.3.3 气 升 环流 式 反应 器 


从 20 世纪 70 年 代 初 ,日 本 、 英 国 、 德 国 和 加 拿 大 等 国 就 将 气 升 环流 式 反应 器 
用 于 生产 ,取得 了 令 人 满意 的 结果 。1974 年 ,日 本 的 三 痿 瓦斯 化 学 公司 建立 了 带 
有 多 孔 通气 简 的 气 升 环流 式 反应 器 ,用 于 生产 甲醇 蛋白 ,满足 了 新 的 生产 工艺 的 要 
求 。 帝 国 化 学 公司 ( 英 ) 开 发 了 一 种 用 甲醇 连续 生产 单 细 胞 蛋白 的 气 升 式 发 酵 馆 
(外 环流 反应 器 ) ,为 细胞 提供 了 更 优越 的 生长 环境 。 国 内 对 气 升 环流 反应 器 应 用 
的 研究 起 步 较 晚 。1984 年 方 凤 山 用 气 升 式 环流 反应 器 生产 酵母 ,证 实 了 反应 器 的 
放大 是 成 功 的 .1985 年 姜 信 真 在 谷 氨 酸 发 酵 过 程 中 ,用 气 升 式 内 环流 反应 器 作 
Jy BERE ,使 糖 酸 转化 率 及 产 率 大 幅度 提高 ,而 生产 周期 和 能 耗 也 得 到 了 降低 .9 

气 升 环流 式 反应 器 除了 用 于 酵母 生产 、 细 胞 培养 及 酶 制剂 .有 机 酸 等 发 酵 生 产 
使 用 外 ,也 广泛 用 于 废水 生化 处 理 , 如 生物 废料 处 理 器 BIOHOCH 便 是 典型 的 代表 。 

气 升 环流 式 反应 器 的 工作 原理 是 把 无 菌 空气 通过 喷嘴 或 喷 孔 喷射 进 环流 管 ， 
通过 气 液 混合 物 的 汕 流 作用 而 使 空气 泡 分 制 细碎 ,同时 由 于 上 升 管内 形成 的 气 液 
混合 物 密度 降低 故 向 上 运动 ,而 气 含 率 小 的 发 酵 液 则 下 沉 , 形 成 循环 流动 ,实现 混 
合 与 溶 氧 传 质 。 反 应 器 内 安装 有 导 流 管 增强 了 反应 器 中 流体 的 轴 向 循环 ,并 使 反 
应 器 内 的 剪 切 力 分 布 更 加 均匀 。 

根据 发 酵 液 的 流动 形式 , 气 升 环流 式 反应 器 可 分 为 内 循环 式 和 外 循环 式 ， 
如 图 6-4 所 示 。 

饶 内 反应 液 在 环流 管内 循环 一 次 所 需 的 时 间 称 为 循环 周期 。 反 应 液 的 环流 量 
与 通风 量 之 比 称 为 气 液 比 。 反 应 液 在 环流 管内 的 流速 称 为 环流 速度 。 

喷嘴 前 后 压 差 和 反应 器 缸 压 与 环流 量 
有 一 定 关系 , 当 喷嘴 直径 一 定 ,反应 器 内 液 
柱 高 度 也 不 变 时 , 压 差 越 大 ,通风 也 越 大 ， 
相应 就 增加 了 液体 的 循环 量 。 久 内 液 面 不 
能 低 于 环流 管 出 口 , 也 不 可 以 高 于 环流 管 
出 口 1.5 m, 因 过 高 的 液 面 高 度 ,可 能 产生 
“环流 短路 "现象 。 

因 气 升 环流 式 反应 器 内 没有 搅拌 器 ， 
且 有 定向 循环 流动 , 故 具 有 多 个 优点 : 

O) 反应 溶液 分 布 均匀 。 气 液 固 三 相 
的 均匀 混合 及 溶液 成 分 的 混合 分 散 良好 是 a 


气体 
分 布 器 


内 循环 式 外 循环 式 


164 生化 工程 


生物 反应 器 的 普遍 要 求 。 对 许多 间 鞭 或 连续 加 料 的 通气 发 酵 要 求 基质 和 溶 氧 尽 可 
能 均匀 分 散 , 这 对 需 氧 生物 细胞 的 生长 和 产物 生成 有 利 。 此 外 ,还 需 避 免 发酵 饶 液 
面 生成 稳定 的 泡沫 层 ,以 免 生物 细胞 积聚 于 上 而 受 损害 甚至 死亡 。 还 有 培养 基 成 
分 尤其 是 有 淀粉 类 易 沉 降 的 颗粒 物料 ,更 应 能 悬浮 分 散 。 气 升 环流 反应 器 能 很 好 
地 满足 这 些 要 求 。 

(2) 较 高 的 传 质 速率 和 溶 氧 效率 。 气 升 环流 式 反应 器 有 较 高 的 气 含 率 和 比 气 
液 接触 界面 ,因而 有 高 传 质 速率 和 溶 氧 效率 ,体积 溶 氧 效率 通常 比 机 械 搅拌 炙 高 ， 
Kia 可 达 2000 h ', 且 溶 氧 功 耗 相对 低 。 

(3) 剪 切 力 小 ,对 生物 细胞 损伤 小 。 由 于 气 升 式 反应 器 没有 机 械 搅 拌 叶 轮 , 故 
对 细胞 的 剪 切 损伤 可 减 至 最 低 ,尤其 适合 植物 细胞 的 培养 。 

(4) 传 热 良好 。 好 气 发 酵 均 产生 大 量 的 发 酵 热 ,因此 需要 较 大 的 换 热 面积 与 
传 热 系数 。 气 升 式 反应 器 因 液 体 综合 循环 速率 高 ,同时 便于 在 外 循环 管 路 上 加 装 
换 热 器 ,以 保证 除去 发 酵 热 以 控制 适宜 的 发 酵 温 度 。 

(5) 结构 简单 ,易于 加 工 制造 。 气 升 式 反应 器 饶 内 无 机 械 搅拌 器 , 故 不 需 安装 
结构 复杂 的 搅拌 系统 ,密封 也 容易 保证 , 故 加 工 制造 方便 ,设备 投资 低 。 


6.3.4 鼓 泡 塔 反应 器 


鼓 泡 式 反应 器 是 从 反应 器 底部 通 入 气体 ,利用 其 在 上 升 过 程 中 所 产生 的 大 量 
气泡 带动 液体 而 达到 混合 作用 ,并 将 气泡 中 的 氧 供 培养 基 中 的 菌 体 使 用 的 一 类 反 
应 器 。 鼓 泡 式 反应 器 的 高 径 比 通常 大 于 6, 因 此 也 称 为 鼓 泡 塔 。 

鼓 泡 塔 反应 器 内 通常 以 气体 为 分 散 相 ,液体 为 连续 相 , 液 相 中 常 包 含 悬浮 固体 
颗粒 ,如 固体 营养 基质 、 微 生物 等 。 鼓 泡 塔 反应 器 既 可 以 用 于 游离 细胞 的 催化 反 
应 ,又 可 以 用 于 固定 化 细胞 的 催化 反应 ;可 以 用 于 分 批 反应 ,也 可 以 用 于 连续 反应 。 
鼓 泡 塔 反应 器 具有 结构 简单 ,操作 成 本 低 、 混 合 和 传 质 传 热 性 能 较 好 、 床 层 温度 容 
易 控制 .固体 颗粒 易 处 理 和 更 换 . 没 有 磨损 和 堵塞 等 优点 。 因 此 鼓 泡 塔 反应 器 广泛 
应 用 于 生物 工程 行业 中 ,如 乙醇 发 酵 . 单 细胞 蛋白 发 酵 、 废 水 处 理 、 废 气 处 理 等 。 鼓 
泡 塔 反应 器 内 无 传动 部 件 ,容易 密封 ,对 保持 无 菌 条 件 有 利 , 但 由 于 塔 式 反应 器 较 
高 ,要 求 压 缩 空气 应 有 较 高 的 压力 ,以 克服 反应 器 内 液体 的 静 压 力 , 因 此 , 鼓 泡 式 反 
应 器 较 适 合 于 培养 液体 黏度 低 、 含 固 量 少 , 需 氧 量 较 低 的 发 酵 过 程 。 

为 了 有 利于 气体 的 分 散 和 液体 的 循环 运动 ,一 般 在 鼓 泡 塔 内 安装 有 多 层 水 平 
筛 板 (图 6-5)。 压 缩 空气 由 塔 底 导 入 ,经 过 筛 板 逐渐 上 升 , 气 泡 在 上 升 过 程 中 带动 
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发 酵 液 同时 上 升 ,上 升 后 的 发 酵 液 又 通过 得 板 上 带 有 液 封 作用 的 降 液 管 下 降 而 形 
成 循环 。 在 降 液 管 下 端的 水 平面 与 得 板 之 间 的 室 间 则 是 

气 - 液 充分 混合 区 。 由 于 筛 板 对 气泡 的 阻挡 作用 ,使 空气 在 AL He 

塔 内 停留 较 长 时 间 ,同时 在 筛 板 上 大 气泡 被 重新 分 散 , 进 而 
提高 了 氧 的 利用 率 。 


1. 流体 力学 特性 


(1) 流体 的 流动 状态 

鼓 泡 塔 反应 器 内 流体 的 流动 状况 是 随 气 速 的 变化 而 变 
化 的 。 当 气 速 较 低 时 ,反应 器 内 的 气泡 大 小 均匀 ,气泡 群 中 
的 气泡 以 相同 的 速度 上 升 , 不 发 生 严重 的 聚 并 ,液体 的 搅动 
也 不 显著 ,这 种 流动 状态 称 为 拟 均匀 流动 ; 随 着 气 速 的 增 
加 ,小 气泡 聚 并 成 大 气泡 ,同时 也 造成 了 液体 的 循环 流动 ， 
使 鼓 泡 塔 内 流体 的 流 型 由 均匀 鼓 泡 流 而 转变 为 非 均 匀 鼓 泡 
流 , 该 状态 也 称 为 循环 流 状态 ; 若 气 速 青 高 , 塔 内 将 出 现 泡 
沫 流 , 此 时 气相 成 为 连续 相 , 液 相 则 为 分 散 相 。 

(2) 相 含 率 

相 含 率 是 指 鼓 泡 塔 反应 器 内 不 同 相 所 占 的 体积 分 数 , 它 对 相间 传 质 面积 及 相 
间 传 质 速率 有 重要 影响 ,考察 相 含 率 随 操作 条 件 的 变化 关系 对 于 深入 理解 鼓 泡 塔 
反应 器 内 的 流动 . 传 质 和 传 热 具有 重要 意义 。 按 介质 种 类 相 含 率 可 分 为 气 含 率 、 液 
含 率 和 固 含 率 。 由 于 在 工业 过 程 中 气体 一 般 为 反应 相 , 气 液 相间 传 质 是 相间 传 质 
控制 项 ,因此 气 含 率 是 反应 器 内 重要 的 参数 。 

气 含 率 是 指 反 应 器 内 气体 体积 占 总 体积 的 百分比 , 它 是 鼓 泡 塔 反应 器 的 重要 
设计 参数 之 一 。 气 含 率 与 氧 传递 有 关 , 它 与 气泡 直径 一 同 决定 了 气 液 界面 的 大 小 。 
在 工程 上 鼓 泡 塔 反 应 器 的 气 含 率 通常 采用 经 验 公式 计算 中 ， 


排 料 
图 6-5 鼓 泡 塔 反 应 器 


66 一 Ye = N (6-4) 
式 中 : sc 一 气 含 率 ; 
V 一 一 反应 床 体积 ; 
Wa 气相 体积 ; 
六 一 一 液 相 体积 。 
(3) 压力 降 


如 果 忽略 由 液体 的 惯性 和 塔 壁 摩擦 引起 的 压力 降 , 反 应 器 的 压力 降 AP 主要 
由 两 部 分 组 成 : 
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AP = APs + AP, (6-5) 
式 中 : APs 一 一 气体 分 布 器 压力 降 ; 
AP 一 一 液体 静 压 头 。 
一 般 情 况 下 ,APL>APs 。 
通过 沿 塔 的 压力 分 布 的 在 线 测量 可 以 确定 气 含 率 在 无 量 纲 轴 向 位 置 Z 处 的 
压力 为 
Pz 王 Pr[1 十 c(1 一 2Z)] (6-6) 
式 中 : Pr 一 一 反应 器 顶部 压力 ; 
a 一 一 最 大 静 压 头 与 Pt 的 比 ,a 二 PL (1 一 ec )gL/Pr, 其 中 ,g 为 重力 加 速度 
常数 ,g 二 9. 81 m/s’, L HWA, m, 


2. 热量 传递 


鼓 泡 塔 生物 反应 器 内 的 传 热 通常 采用 两 种 方式 ,一 种 是 夹 套 , 蛇 管 或 列 管 式 冷 
却 器 , 另 一 种 是 液体 循环 外 冷却 器 。 

鼓 泡 塔 的 传 热 过程 有 以 下 特点 : 

(1) 由 于 鼓 泡 引起 的 床 层 液体 循环 ,使 床 层 内 气 液 的 温度 分 布 比 较 均匀 。 热 
交换 装置 的 几何 形状 以 及 是 否 装置 挡 板 均 不 影响 传 热 , 塔 径 大 于 0. 1 m 时 塔 径 对 
传 热 也 没有 影响 。 

(2) 由 于 液体 的 注 动 , 壁 膜 给 热 系 数 显著 增加 。 通 常 鼓 泡 塔 的 传 热 速率 与 机 
械 搅拌 反应 器 的 相近 。 

(3) 鼓 泡 位 置 对 给 热 系 数 有 影响 。 在 相同 的 表 观 气 速 下 , 当 鼓 泡 仅 在 近 器 壁 
处 进行 时 ,给 热 系 数 较 大 ; 鼓 泡 在 全 截面 均匀 进行 时 ,给 热 系数 次 之 ; 鼓 泡 仅 在 容器 
中 部 进行 时 ,给 热 系数 最 小 。 因 此 环形 分 布 器 对 传 热 比较 有 利 , 中 间 单 孔 鼓 泡 的 反 
应 器 对 传 热 不 利 。 

(4) 表 观 气 速 对 给 热 系 数 有 影响 。 在 均匀 流动 状态 ,给 热 系数 随 气 速 的 增加 
而 迅速 增 大 ;在 非 均匀 流动 状态 ,操作 处 于 湛 流 区 ,给 热 系 数 随 气 速 增加 而 缓慢 
Est. 


6.3.5 通风 固体 发 酵 设 备 


通风 固体 发 酵 工艺 是 传统 的 发 酵 生 产 工 艺 , 具 有 设备 简单 .投资 小 等 优点 , 广 
泛 应 用 于 效 油 和 酿酒 生产 以 及 农 副产品 生产 饲料 蛋白 等 。 通 风 固体 发 酵 与 液体 发 
酵 不 同 , 其 反应 基质 是 以 固态 形式 存在 ,反应 基质 中 游离 水 含量 低 , 反 应 体系 内 的 
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传递 过 程 复杂 ,其 中 最 主要 的 流动 介质 是 气相 ,因此 ,通风 固体 发 酵 设备 与 液体 发 
酵 设 备 区 别 较 大 。 本 节 对 最 为 常见 的 自然 通风 固体 发 酵 设 备 和 机 械 通风 固体 发 酵 
设备 分 别 进行 介绍 。 

CD. 自然 通风 固体 发 酵 设备 

几 千 年 前 ,我 国 在 世界 上 率先 使 用 自然 通风 固体 制 曲 技术 用 于 着 油 生 产 和 酿 
酒 ,并 一 直 沿 用 至 今 。 自 然 通风 发 酵 设备 也 是 传统 发 酵 工业 中 制备 种 曲 的 设备 ,使 
用 中 要 求 空气 与 固体 培养 基 密 切 接触 ,以 供 微生物 繁殖 和 带 走 所 产生 的 生物 热 。 
原始 的 固体 曲 制 备 采 用 木 制 的 浅 盘 。 大 的 曲 盘 没 有 底板 ,只 有 几 根 衬 条 ,上 铺 竹 
宿 、 苇 帘 或 柳条 ,或 者 干脆 不 用 木 盘 ,把 帘子 铺 在 架子 上 ,这 样 有 利于 扩大 固体 培养 
基 与 空气 的 接触 面积 ,提高 曲 的 质量 。 采 用 这 种 传统 的 自然 通风 发 酵 设 备 进行 生 
7^ ,劳动 强度 高 , 易 受 杂 菌 污染 ,发酵 过 程 不 易 控 制 , 占 地 面积 大 。 

(2) 机 械 通风 固体 发 酵 设 备 

机 械 通 风 固 体 发 酵 设 备 使 用 了 机 械 通风 装置 即 鼓风机 ,因而 强化 了 发 酵 系 统 
的 通风 ,使 曲 层 厚 度 大 大 增加 ,不 仅 使 制 曲 生产 效率 大 大 提高 ,而 且 便于 控制 曲 层 
发 酵 温度 ,提高 曲 的 质量 。 

机 械 通风 固体 发 酵 设 备 ( 图 6-6), 曲 室 多 用 长 方形 水 泥 池 , 宽 约 2m, 深 1 m. 
长 度 根据 生产 场地 及 产量 等 选取 ,但 不 宜 过 长 ,以 保持 通风 均匀 。 一 般 池 壁 距 池 底 
0.2 m 处 设 有 0.1m 的 边 , 上 面 铺 设 筛 板 ,下 管 通风 道 , 曲 室 底 部 应 比 地 面 高 , 池 底 
应 有 8 一 10 的 倾斜 ,以 便于 排水 。 发 酵 固体 曲 料 置 于 筛 板 上 , 料 层 厚度 约 0. 3 一 
0.5m。 曲 池 一 端 与 风 道 相连 ,其 间 设 有 风量 调节 闸门 。 曲 池 通 风 常 用 单 向 通风 操 
TE ,为 了 充分 利用 冷 量 或 热量 ,一般 在 曲 室内 设置 循环 风 道 ,把 离开 曲 层 的 废气 经 
循环 风 道 送 回 到 空调 室 , 与 新 鲜 空气 混合 。 一 般 通 风量 (m*/(m*。h)) 为 原料 质量 
的 4 一 5 倍 , 风 速 为 10 一 15 m/s, 视 固体 曲 层 厚度 和 发 酵 使 用 的 菌株 ,发 酵 旺盛 程 
度 及 气候 条 件 等 而 定 。 


"m 送料 高 位 料 斗 
料 机 曲 料 室 输送 带 ii 循环 风 道 
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6.4 嫌 气 发 酵 设 备 


微生物 可 分 为 嫌 气 和 好 气 两 大 类 , 谷 氨 酸 、 柠 榜 酸 、 酶 制剂 和 抗生素 等 属 好 气 
发 酵 产 品 ,发 酵 过 程 中 需 不 断 通信 无 菌 空气 ,乙醇 啤酒 和 丙酮 丁 醇 等 属 嫌 气 发 酝 
产品 ,因此 发 酵 设 备 也 可 相应 的 分 为 两 类 。 


6.4.1 乙醇 发 酵 设备 


乙醇 发 酵 缸 一 般 为 圆柱 形 的 简体 , 底 盖 和 项 盖 常 为 碟 形 或 锥 形 ( 图 6-7)。 发 
酵 饶 宜 采用 密闭 式 , 饶 顶 装 有 人 和 孔 . 视 镜 及 二 氧化 碳 回收 管 . 进 料 管 、 接 种 管 、. 压 力 
表 和 测量 仪表 接口 管 等 , 饶 底 装 有 排 料 口 和 排污 口 ,把 身上 下 部 装 有 取样 口 和 温度 
计 接 口 ,对 于 大 型 发 酵 饶 , 为 了 便于 维修 和 清洗 ,靠近 饶 底 处 也 装 有 人 和 孔 。 

乙醇 发 酵 饶 的 冷却 装置 ,对 于 中 小 型 发 酵 缸 多 采用 蛇 管 冷却 方式 进行 冷却 ;对 
于 大 型 发 酵 饶 ,为 了 防止 染 菌 多 采用 通过 饶 外 冷却 器 进行 循环 冷却 的 方法 。 

乙醇 发 酵 饶 的 洗涤 ,过 去 均 由 人 工 操作 。 近 年 来 ,乙醇 发 酵 缸 已 逐步 采用 水 力 

Co; XA 

气体 Y C 料 液 及 
gH NASAN 


污水 排出 口 


图 6-7 ii AREE 
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喷射 洗涤 装置 ,从 而 改善 了 人 工 操作 的 劳动 强度 ,提高 了 效率 ,大 型 乙醇 发 酵 饶 采 
用 这 种 水 力 洗涤 装置 尤为 重要 。 


6.4.2 啤酒 发 酵 设备 


传统 的 啤酒 前 发 酵 设备 大 多 为 方形 或 长 方形 的 模子 。 早 期 的 啤酒 厂 多 采用 木 
板 槽 ,后 来 改 用 水 泥 模 或 金属 (铝板 .钢板 ) 槽 。20 世纪 60 年 代 后 ,圆柱 锥 底 发 酵 
饶 ( 又 称 锥 形 缸 ) 开 始 引起 各 国 注意 ,其 安装 由 室内 走向 露天 。 同 时 也 相继 出 现 了 
其 他 类 型 的 大 型 发 酵 缸 ,如 日 本 的 朝日 缸 ,美国 的 通用 缸 ,西班牙 的 球形 饶 , 这 些 发 
酵 饶 都 具有 一 定 的 优越 性 。 目 前 ,我 国 啤酒 行业 中 广泛 采用 的 啤酒 发 酵 设备 是 圆 
柱 体 锥 底 发 酵 饶 (图 6-8). 
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圆柱 体 锥 底 发 酵 饶 的 优点 是 发 酵 速 度 快 ,易于 沉淀 和 收集 酵母 (下 面 酵母 ) , 减 
少 啤 酒 及 其 苦味 物质 的 损失 ,泡沫 稳定 性 得 到 改善 ,对 啤酒 工业 的 发 展 极 为 有 利 。 

锥 形 饶 啤 酒 发 酵 工 艺 有 单 酿 饶 法 和 双 饶 法 两 类 ,前 者 是 指 前 发 酵 、 主 发 酵 、 储 
酒 全 部 在 一 个 钠 中 完成 ,后 者 则 指 在 两 个 钠 中 完成 上 述 工艺 过 程 。 对 于 单 酿 钠 ,一 
般 简 体 直 径 工 与 简体 高 度 瑟 之 比 为 T: H =1: (1 一 2)。 对 双 饶 法 前 发 酵 饶 只 
HT: H =1: G—D.flfililill T: H —1: (1 一 2)。 考 虑 到 发 酵 中 有 利于 酵母 自 
然 沉降 . Az BERE MEJE HE ff Jy 70" 一 75"( 一 定 体积 沉降 酵母 在 锥 底 中 占有 最 小 比 表 面 
FR ,摩擦 力 最 小 ) 为 宜 , 对 于 储 酒 缸 , 因 沉 淀 物 很 少 ,主要 考虑 材料 利用 率 常 取 锥 角 
3 120*—150*, 59 

啤酒 呈 弱 酸性 , 易 造 成 钢铁 腐蚀 。 目 前 ,发 酵 饶 普遍 采用 的 材质 是 AISI316 不 
锈 钢 ,或 用 钢板 ,内 涂 环 氧 树脂 涂料 。 常 用 隔 热 层 材料 有 : 聚 酰胺 树脂 . 自 熄 式 聚 茶 
乙烯 塑料 .膨胀 珍珠 岩 和 矿渣 棉 等 。 外 保护 层 一 般 采 用 0.7 一 1.5 mm 厚 的 合金 铝 
板 或 0.5 一 0.7 mm 的 不 锈 钢 。 

圆柱 锥 底 发 酵 饶 的 附件 除 设置 温度 传感器 外 ,在 圆柱 体 下 部 装 有 可 清洗 灭 菌 
的 取样 阀 , 锥 底 设 快 开 人 孔 及 视 镜 , 钠 外 壁 设 冷 却 夹 套 或 冷却 盘 管 。 

圆柱 锥 底 发 酵 饶 具有 如 下 特点 : 

CD 该 饶 具 有 锥 底 , 利 于 主 发 酵 后 酵母 回收 ,所 采用 的 酵母 也 应 该 是 凝聚 沉淀 
型 的 酵母 菌株 。 

(2) 钠 本 身 具有 冷却 夹 套 ,冷却 面积 能 够 满足 工艺 上 的 降温 要 求 。 一 般 在 圆 
柱 体 部 分 , 视 缸 体高 度 , 可 分 设 2 一 3 段 冷 却 , 锥 底部 分 设 有 一 段 冷 却 , 有 利于 酵母 
沉降 和 保存 。 

(3) 圆柱 锥 底 饶 是 密闭 饶 , 可 以 回收 二 氧化 碳 , 也 可 进行 二 氧化 碳 洗涤 ;可 作 
pii ME pM 

CA) BE PAL Az ERE» HH F E eg BE T P E 05] BAET BR EE » VL e 9175 DR FE 
A.T JERA Fi EXE Eni FAAR EL. WEBS ,对流 作用 越 强 。 

(5) BUE HEIC MEBLA REL Eg EE ,凝聚 力 较 强 的 酵母 可 以 沉淀 ,凝聚 性 差 的 酵母 
就 需要 离心 分 离 。 

(6) 圆柱 锥 底 饶 适 用 于 下 面 发 酵 , 也 适用 于 上 面 发 酵 ; 但 用 于 上 面 发 醇 需 选择 
凝聚 沉淀 型 上 面 酵母 ,便于 回收 。 
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6-2. 试 述 生物 反应 器 的 分 类 。 
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6-3 简 述 气 升 环流 式 反应 器 的 工作 原理 。 
6-4” 鼓 泡 塔 式 生物 反应 器 内 的 传 热 方 式 有 哪些 ?阐述 其 传 热 过 程 的 特点 。 
6-5 简 述 圆柱 锥 底 啤酒 发 酵 饶 的 特点 。 


符号 说 明 
C ”腐蚀 裕 度 T f.m 
D 叶轮 直径 ,m V ”反应 床 体积 ,ms 
Fr A Vo 气相 体积 ,mi 
8 ”重力 加 速度 常数 Vi WAER, m 
L 液 相 高 度 ,m V, 吸 气量 ,m/s 
n 叶轮 转速 ,rs 9 焊 缝 系数 
N, RAWX y 3F fL 
b ” 耐 受 压强 ,MPa( 表 压 ) a 最 大 静 压 头 与 Pt 的 比 
Pr 反应 器 顶部 压力 eo ARX 
APs 气体 分 布 器 压力 降 [o] 许 用 应 力 
AP, WME 
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提 要 


生物 反应 器 的 放大 是 生物 工程 技术 开发 过 程 中 的 关键 环节 。 由 于 生物 反应 过 
程 的 复杂 性 ,远大 于 一 般 的 化 学 反应 过 程 , 并 且 生物 反应 器 的 放大 过 程 涉及 生物 细 
胞 反应 环境 与 细胞 形态 学 、 细 胞 生理 学 和 过 程 动力 学 之 间 的 关系 ,使 得 生物 反应 器 
的 放大 ,还 不 能 完全 利用 建立 数学 方程 和 数学 模型 来 解决 实际 问题 ,必须 依靠 经 验 
或 者 半 经 验 的 方法 来 进行 。 生 物 反 应 器 比拟 放大 的 一 般 方法 主要 有 相似 放大 法 、 
量 岗 分 析 法 、 数 学 模型 法 和 经 验 准 则 法 等 。 相 似 性 是 生物 反应 器 放大 的 基本 原则 ， 
但 是 保证 两 体系 的 完全 相似 在 实际 上 是 不 可 能 的 。 考 察 无 量 纲 准 数 时 要 根据 实际 
情况 ,选择 合适 的 准 数 作为 放大 的 依据 。 由 于 对 生物 反应 过 程 的 认识 达到 准确 定 
量 的 描述 存在 很 多 困难 ,因此 对 生物 反应 建立 合理 的 数学 模型 是 正在 研究 的 课题 。 
目前 生物 反应 器 的 放大 ,还 多 依赖 于 经 验 的 和 半 经 验 的 相似 放大 法 。 

机 械 搅拌 式 生物 反 应 器 的 放大 主要 依靠 经 验 准 则 来 进行 。 其 几何 尺寸 的 放大 
一 般 遵 循 几何 相似 的 原则 来 解决 。 空 气流 量 的 放大 所 遵循 的 准则 主要 有 : 四 以 单 
位 培养 液体 积 中 空气 流量 相同 的 原则 放大 ; 加 以 空气 直线 流速 相同 的 原则 放大 ; 
图 以 体积 传 氧 系数 Kia 值 相 同 的 原则 放大 。 搅 拌 转速 和 搅拌 轴 功 率 的 放大 准则 
ERA: @ 以 不 通气 时 单位 体积 培养 液 所 消耗 的 搅拌 功率 相同 的 原则 放大 ; 加 以 
单位 培养 液体 积 所 消耗 的 通气 功率 相同 的 原则 放大 ; @ 以 体积 传 质 系数 Kua 相 
等 的 原则 放大 ; @@ 以 恒定 的 叶轮 尖端 线 速度 为 原则 放大 ; @ 以 搅拌 雷诺 数 Rent 
等 的 原则 放大 ; @@ 以 恒定 的 混合 时 间 为 原则 放大 。 选 择 哪 种 原则 来 指导 放大 ,要 
根据 实际 情况 并 结合 生物 反应 过 程 的 特点 来 进行 。 

气 升 式 生物 反应 器 没有 标准 的 放大 方法 。 气 升 式 生 物 反 应 器 放大 必须 掌握 反 
应 时 间 特 点 温度 特征 和 浓度 分 布 规律 等 ,结合 反应 器 流动 模型 状况 建立 数学 模 
型 ,然后 利用 模型 进行 放大 。 

管 式 反应 器 的 放大 方法 一 般 有 : @ 平 行 增加 管 式 反应 器 的 数量 , 即 并 联 放 大 
加 增加 管 式 反 应 器 的 长 度 , 即 串联 放大 ; @@ 增 大 管 式 反应 器 的 直径 ,保持 恒 压 降 或 
者 利用 几何 相似 规则 进行 放大 。 
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7.1 生物 反应 器 比拟 放大 的 特点 


每 一 种 生物 技术 产品 的 获得 都 离 不 开 生物 反应 器 ,生物 反应 器 的 比拟 放大 是 
生物 工程 技术 开发 过 程 中 的 关键 环节 。 一 项 生物 工业 过 程 的 成 功 应 用 ,在 很 大 程 
度 上 取决 于 生物 反应 器 的 设计 。 用 小 型 生物 反应 设备 进行 科学 实验 ,并 获得 某 种 
产品 的 优化 结果 ,如 何 把 这 种 优化 的 结果 在 大 型 的 工业 生产 设备 中 予以 重 现 , 即 大 
型 设备 的 几何 尺寸 功率、 空气 流量 ,搅拌 转 数 都 是 怎样 的 才能 再 现 小 型 设备 里 的 
优化 结果 ,这 就 是 生物 反应 器 比拟 放大 要 解决 的 问题 。 

生物 反应 器 放大 过 程 涉及 生物 细胞 反应 环境 与 细胞 形态 学 、 细 胞 生理 学 和 过 
程 动 力学 之 间 的 关系 。 细 胞 反应 环境 又 与 生物 反应 器 中 流体 力学 的 传递 现象 ( 热 
量 传递 和 质量 传递 ) 和 反应 液 的 理化 性 质 有 密切 关系 。 由 于 生物 细胞 的 种 类 不 同 ， 
其 形态 与 生理 特性 差异 很 大 ,致使 反应 液 的 理化 性 质 相当 复杂 , 常 随时 间 变 化 。 加 
上 发 酵 过 程 中 以 活 细 胞 作为 生物 催化 剂 ,而 活 细胞 的 代谢 途径 以 及 遗传 特性 对 环 
境 的 影响 十 分 敏感 。 因 此 ,生物 反应 环境 的 放大 设计 是 生物 反应 器 放大 的 主体 内 
容 。 生 物 反 应 器 放大 的 关键 在 于 能 把 实验 室 反应 器 的 优化 环境 成 功 地 放大 到 工业 
反应 器 中 。 

生物 反应 过 程 不 同 于 单纯 的 化 工 过 程 , 它 的 复杂 性 远大 于 化 工 过 程 。 影 响 生 
物 反 应 过 程 的 参数 和 因素 较 多 ,如 菌 种 的 接 人 方式 、 菌 龄 .接种 量 . 培 养 基 组 成 ,加 
料 方式 .pH 值 操 作 温度 、 饶 压 、 浴 氧 速率 .搅拌 混合 强度 等 因素 ,都 不 同 程度 地 影 
响 生物 反应 过 程 。 而 实际 影响 生物 过 程 的 因素 还 远 远 不 止 这些 。 其 中 有 一 些 虽 已 
被 认识 ,但 目前 的 科学 实验 水 平 尚 不 能 对 它 进行 测量 和 控制 ,有 一 些 则 还 未 被 认 
识 。 在 现 有 科学 水 平 基础 上 ,还 没有 条 件 对 这 些 因素 的 影响 进行 全 面 的 考虑 和 综 
合 分 析 ,而 只 能 选择 其 中 最 关键 、 最 重要 的 参数 进行 考虑 。 这 些 重要 的 参数 有 功率 
消耗 . 溶 氧 系数 、 桨 尖 速 度 、 液 体循环 速度 等 。 一 般 反应 器 通常 都 涉及 气 、 固 、 液 三 
相反 应 。 放 大 设计 三 相反 应 器 是 很 困难 的 ,因为 必须 对 三 相 中 的 各 组 分 的 质量 传 
递 进行 控制 。 在 这 样 的 系统 中 ,细胞 是 固 相 ,性 质 复 杂 , 没 有 适当 的 工具 处 理 其 流 
体力 学 特点 ,使 得 利用 基本 原理 对 性 能 进行 预测 非常 困难 。 

研究 生物 反应 器 放大 设计 的 一 般 规律 ,对 设计 过 程 用 数学 方法 进行 描述 ,建立 
数学 方程 和 数学 模型 ,然后 通过 对 方程 和 模型 求解 或 数值 计算 进行 生物 反应 器 的 
放大 设计 ,这 是 生物 反应 器 放大 设计 的 理想 过 程 。 由 于 生物 反应 过 程 的 复杂 性 ,这 
种 以 数学 解析 为 基础 的 放大 设计 方法 还 没有 取得 显著 成 效 。 解 决 生物 反应 器 放大 
问题 的 本 质 在 于 弄 清 反应 器 的 几何 尺度 .操作 条 件 与 环境 因素 的 确切 关系 ,以 使 在 
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实验 室 中 的 优化 环境 能 在 工业 装置 中 重 现 。 到 目前 为 止 ,生物 反应 器 的 放大 技术 
还 处 于 经 验 和 半 经 验 状态 。 本 章 讨论 的 放大 方法 是 针对 生物 反应 器 以 几何 相似 原 
则 为 前 提 , 解 决 放大 后 生物 反应 器 的 空气 流动 .搅拌 转速 和 搅拌 功率 消耗 等 问题 。 

生物 反应 器 放大 的 目的 ,是 使 大 型 设备 能 够 生产 出 与 模型 设备 相同 质量 的 产 
品 。 通 过 多 年 的 实践 ,多 种 生物 反应 过 程 的 工业 规模 放大 已 经 实现 。 在 发 酵 技 术 
领域 中 ,抗生素 生产 ,酒精 发 酵 以 及 废水 处 理 已 实现 了 较 大 规模 操作 。 新 的 抗生素 
发 酵 工 厂 发 酵 饶 体积 多 为 250 m 以 上 ,与 之 相 比 , 早 期 的 发 酵 缸 体积 多 为 75 ms 。 
乙酸 的 塔 式 发 酵 缸 体积 达到 7500 ms ,甚至 10000 m* 。 随 着 生产 规模 的 不 断 扩大 ， 
在 一 定 程 度 上 也 促进 了 新 式 反应 器 (如 气 升 式 反应 器 和 管 式 反应 器 ) 的 发 展 。 


7.2. 生物 反应 器 比拟 放大 的 一 般 方法 


7.2.1 相似 的 放大 方法 


相似 性 是 生物 反应 器 放大 的 最 基本 原则 。 按 照 变量 的 性 质 ,相似 性 可 分 为 五 
X: 几何 相似 性 ; 四 流体 动力 学 相似 性 ; ORAHE; @ 质 量 ( 浓 度 ) 相 似 性 ; 
@@ 生 物化 学 相似 性 。 生 物 反 应 器 的 相似 放大 ,一 般 要 求 必 须 满 足 几 何 相似 、 运 动 相似 
和 流体 动力 学 相似 。 几 何 相似 要 求 (工业 和 模型 装置 ) 两 系统 的 对 应 尺寸 比 和 对 
应 角 相 等 。 运 动 相似 是 在 几何 相似 前 提 下 ,满足 两 系统 的 各 对 应 点 的 速度 比 相等 。 
流体 动力 学 相似 是 使 各 对 应 点 的 受 力 之 比 相等 。 实 际 上 ,满足 总 体 相似 , 即 以 上 各 
种 条 件 相似 都 予以 满足 是 不 可 能 的 。 例 如 ,对 几何 相似 来 说 ,可 以 做 到 两 体系 的 径 
高 比 为 常数 ,然而 对 于 直 叶 片 盘 式 搅拌 反应 器 的 放大 , 平 盘 厚 度 与 叶片 宽度 的 比值 
对 搅拌 功率 的 放大 是 重要 参数 ,但 在 工业 装置 和 模型 装置 中 它们 的 比值 不 一 定 相 
等 。 两 系统 流体 动力 学 状态 相似 ,要 求 流体 中 存在 的 各 有 关 作 用 力 之 比 为 常数 。 
这 些 作 用 力 之 比 组 成 了 不 同 的 无 量 纲 准 数 。 例 如 ,在 无 小 涡 的 均 相 搅拌 系统 中 , 流 
体 只 受到 惯性 力 和 粘性 力 的 作用 ,因此 ,如 果 雷 诺 数 相等 , 即 认为 达到 了 流体 动力 
学 相似 。 倘 车 在 有 洲 涡 的 搅拌 系统 中 ,重力 对 搅拌 过 程 产生 了 影响 ,流体 动力 学 相 
似 还 要 求 弗 劳 德 数 相等 。 如 果 是 非 均 相 物料 搅拌 系统 ,界面 张力 影响 分 散 相 的 行 
为 ,要 求 韦伯 数 相等 。 在 两 系统 几何 相似 而 且 被 搅拌 物料 的 性 质 相同 的 情况 下 ,如 
要 求 这 三 个 量 相等 。 则 按 这 三 个 量 的 定义 ,两 系统 必须 满足 如 下 关系 : 
NiDi =N; D; 
NiD; — NID; 
Ni Di =N} D} 
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式 中 : Ni 、N, 一 一 模型 铅 和 放大 龟 的 搅拌 转速 ,r/min; 
Di 、D: 一 一 模型 链 和 放大 饶 的 搅拌 器 直径 ,m。 

很 显然 这 样 的 要 求实 际 上 是 相互 矛盾 的 , 即 在 流体 惯性 力 、 粘 性 力 、 重 力 和 界 
面 张 力 同时 影响 流体 运动 的 状态 下 ,达到 流体 动力 学 严格 相似 是 不 可 能 的 。 

对 于 生物 反应 器 来 说 ,即使 要 维持 严格 的 几何 相似 ,在 放大 后 的 反应 器 中 的 物 
理 条 件 也 不 会 是 小 反应 器 中 的 精确 的 复制 。 维 持 反 应 器 的 高 径 比 不 变 , 放 大 后 反 
应 器 的 表面 积 与 体积 比例 将 会 显著 缩小 。 由 于 比 表面 积 的 缩小 ,要 维持 相同 效果 
的 通风 标准 , 必 将 增 大 空气 的 直线 流速 ,引起 反应 器 内 液体 的 流动 状态 发 生 很 大 变 
化 ,同时 也 会 造成 很 多 操作 上 的 难题 。 


7.2.2 量 纲 分 析 法 


对 于 搅拌 式 反 应 器 来 说 ,不 可 能 同时 达到 流动 、 几 何 、 热 和 化 学 相似 。 所 以 放 
大 技术 有 赖 于 人 们 去 识别 起 控制 作用 的 速率 过 程 ,并 达到 或 接近 那些 为 保证 希望 
的 结果 所 必需 的 相似 性 。 

量 纲 分 析 法 就 是 在 放大 过 程 中 保持 生物 反应 体系 中 系统 参数 构成 的 无 量 纲 群 
( 称 为 准 数 ) 恒 定 不 变 , 即 把 生物 反应 系统 中 的 动量 、 质 量 、 热 量 衡 算 以 及 有 关 的 边 
界 条 件 、 初 始 条 件 以 无 量 纲 的 形式 写 出 应 用 于 放大 过 程 。 尽 管 量 纲 分 析 法 的 应 用 
有 严格 的 限制 ,但 对 某 些 放 大 过 程 来 说 是 十 分 有 用 的 。 常 用 于 生物 反应 器 放大 的 
准 数 如 表 7-1 所 示 。 

从 原理 上 讲 , 准 数 一 经 获得 ,进行 生物 反应 器 的 放大 就 简单 了 ,只 要 对 小 型 试 
验 设备 及 大 型 生产 设备 的 同一 准 数 取 相 等 数值 就 可 以 了 。 但 是 实际 上 并 不 是 那样 
简单 ,正如 前 面 所 述 , 同 一 个 放大 过 程 保持 多 个 准 数 相等 在 实际 上 是 做 不 到 的 。 因 
此 , 因 次 分 析 放 大 时 准 数 的 合理 构建 是 关键 ,相关 参数 的 确定 是 首要 步骤 。 准 数 构 
建 时 ,如 果 参 数 选择 太 多 , 则 其 中 一 部 分 可 能 是 无 关 的 或 者 影响 很 小 的 , 且 组 成 的 
准 数 太 多 就 无 法 进行 放大 。 如 果 漏 选 了 重要 参数 ,同样 也 会 影响 准 数 的 正确 构建 。 
因此 一 个 生物 反应 系统 进行 量 纲 分 析 放 大 时 ,要 考虑 : 四 该 系统 由 哪些 机 理 模 式 
控制 ,涉及 的 准 数 有 哪些 ; @ 起 关键 控制 作用 的 是 哪 种 机 理 模 式 ; @ 反 应 器 系统 
改变 时 起 关键 控制 作用 的 机 理 模式 如 何 变 化 。 选 定 有 关机 理 模式 后 ,就 可 以 组 成 
模式 表达 的 准 数 ,进而 进行 量 纲 分 析 法 的 放大 。 


7.2.3 数学 模型 法 


数学 模型 法 是 利用 数学 方法 描述 生物 反应 体系 中 的 动量 .质量 和 能 量 平衡 , 建 
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立 数学 方程 ,并 通过 对 数学 方程 的 求解 来 进行 生物 反应 器 的 放大 。 根 据 其 数学 模 
型 的 类 型 不 同 可 分 为 基础 模型 法 和 计算 流体 力学 法 。 
表 7-1 生物 反应 过 程 常用 的 准 数 卢 


类 型 准 数 物理 意义 准 数 表达 式 
Reynolds 惯性 力 与 粘性 力 之 比 , 表 示 流 动 状态 的 准 数 | Re=pv/u R Rez C oND' /p 
Froude 惯性 力 与 重力 之 比 Fr=v /(GL)8 Fr—N'D/g 
We —py d, /o 
传递 | Weber 惯性 力 与 表面 张力 之 比 Sedes 
功率 准 数 Np—P,/(oN! Di) 
Sherwood 总 传 质 与 扩散 传 质 之 比 Sh — kd, / Dy 
"- Schmidt | 水 力 边界 层 与 传 质 边界 层 之 比 的 三 次 方 Sc— u/pD, 
: Peclet 对 流传 质 与 扩散 传 质 之 比 Pe=vL/D. 
m Fourier 过 程 时 间 与 扩散 时 间 之 比 Fo= DLt/D’ 
Biot 外 部 传 质 与 内 部 传 质 之 比 Bi=kd, /DL 
总 传 热 与 导热 之 比 ， 
y Nusselt de Nu=al/X 
Prandtl | 表示 速度 边界 层 和 热 边界 层 之 比 的 三 次 方 Pr=cop/A 


iE: po 一 流体 密度 ,kg/ms ; y: 一 流体 粘度 ,Pa*s; v 一 流体 流速 ,m/s; g 一 重力 加 速度 ,m/s:; N 一 搅拌 转 
速 ,r/min; D 一 搅拌 器 直径 ,m; Di 一 扩散 系数 ,m?/s; L 一 特征 长 度 ,m; d 一 颗粒 直径 ,m; o 一 表面 张力 ， 
N/m; 一 传 质 系数 ,m/s; a 一 对 流传 热 系数 ,kW/(m?*。K); ) 一 导热 系数 ,kW/(m2。K); cp 一 比 定 压 热 容 ， 
kJ/(kg * K). 

基础 模型 法 是 由 描述 生物 反应 体系 中 的 传递 现象 (流动 扩散、 传导 等 ) 方 程 和 
生化 反应 动力 学 方程 所 组 成 四 。 反 应 器 中 的 生物 反应 速率 不 但 与 生物 反应 本 身 的 
特点 相关 ,而 且 还 与 反应 器 中 物质 热量 及 动量 传递 等 物理 过 程 相关 ,因此 生物 反 
应 不 可 避免 地 受 反 应 器 类 型 及 三 维 结构 的 影响 。 要 保证 放大 体系 中 的 过 程 衡 算 方 
程 与 小 型 体系 中 的 过 程 衡 算 方程 一 致 ,就 要 求解 体系 的 三 维 衡 算 方程 。 但 生物 反 
应 体系 的 过 程 衡 算 方程 求解 是 比较 困难 的 ,特别 是 动量 衡 算 方程 。 所 以 基础 数学 
法 只 能 应 用 于 简单 的 系统 。 有 不 少 学 者 利用 基础 模型 法 对 生物 反应 器 进行 了 成 功 
的 放大 ,如 Heinzle 等 四 结合 对 氧 敏 感 的 枯草 杆菌 发 酵 物 质 , 用 三 区 混合 模型 和 一 
个 简单 的 动力 学 模型 成 功 地 预测 了 反应 器 的 有 关 参 数 ;Moser 等 站 用 不 同 规模 的 
反应 器 建立 了 包括 流体 混合 、 氧 传递 及 反应 动力 学 在 内 的 谷 氮 酸 发 酵 反 应 器 的 总 
体 数 学 模型 ,计算 出 了 90 mm 反应 器 的 溶 氧 在 轴 向 和 径 向 上 的 分 布 以 及 用 NHs 控 
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制 pH 值 所 引发 的 发 酵 液 pH 值 的 瞬时 变化 ; 章 学 钦 等 中 用 两 区 混合 模型 及 相关 
的 氧 传递 方程 对 维生素 C 二 步 发 酵 中 山梨 糖 生物 转化 搅拌 式 生 物 反 应 器 进行 了 
方法 计算 并 取得 满意 效果 。 随 着 流体 混合 模型 和 生化 反应 动力 学 的 深入 研究 , 基 
础 数学 模型 法 将 会 得 到 更 广泛 的 应 用 。 

计算 流体 力学 法 是 在 深入 研究 流体 力学 基础 上 ,对 生物 反应 器 进行 放大 设计 
的 方法 。 它 是 利用 计算 流体 力学 和 离散 化 的 数值 方法 对 流体 力学 问题 进行 数学 模 
拟 和 分 析 的 一 个 流体 力学 新 分 支 四 。 该 法 具有 与 反应 器 规模 和 几何 尺寸 无 关 的 潜 
在 优点 ,克服 了 经 验 关 联 和 流体 结构 模型 所 固有 的 缺点 。 经 过 生化 工作 者 的 努力 ， 
计算 流体 力学 已 经 显示 出 很 好 的 发 展 前 景 。 

作为 一 种 比较 理想 的 反应 器 放大 方法 ,建立 合理 的 数学 模型 包括 以 下 步骤 ， 
中 实验 室 试验 ; 四 小 型 试验 ; 加 中 型 试验 ; @ 大 型 试验 ; @ 生 产 设计 。 
具体 过 程 如 下 : 


实验 室 试验 一 = ”小 型 试验 ”一 =| 中 型 试验 “上 广 一 一 | 流体 模型 试验 
反应 动力 学 模型 | 小 型 反应 器 数学 模型 IS 反应 器 流体 数学 模型 
大 型 试验 
生产 设计 


7.2.4 经 验 准 则 放大 


由 于 生物 反应 器 中 流体 运动 以 及 生物 反应 过 程 的 复杂 性 ,对 生物 反应 过 程 的 
认识 达到 准确 定量 的 描述 尚 存在 很 多 困难 。 对 生物 反应 建立 合理 的 数学 模型 是 有 
待 研究 的 课题 。 所 以 ,目前 生物 反应 器 的 放大 还 多 依赖 于 经 验 的 相似 放大 ,从 而 达 
到 不 同 规模 反应 系统 的 总 体 相 似 。 经 验 的 相似 放大 是 建立 在 小 型 试验 或 模拟 中 型 
试验 实测 数据 和 操作 经 验 基础 上 的 放大 方法 。 当 对 生物 反应 过 程 客观 规律 掌握 不 
够 深入 和 完整 时 ,只 能 靠 经 验 的 逐 级 放大 法 进行 放大 设计 。 在 化 学 工业 中 ,每 级 放 
大 在 50 倍 以 下 ,而 且 每 级 放大 时 需要 对 前 级 参数 进行 修正 。 在 生物 工业 中 ,放大 
倍数 有 的 高 达 200 倍 以 上 ,如 国外 某 公 司 用 于 单 细胞 蛋白 生产 的 300 mx’? 生物 反应 
器 是 从 1.5 m’ 试 验 生物 反应 器 直接 放大 得 到 的 。 一 般 生物 反应 器 的 放大 倍数 
为 10。 
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7.3 ”机械 搅拌 式 反 应 器 的 比拟 放大 


对 于 厌 氧 生物 反应 器 的 放大 比较 容易 解决 ,但 是 好 氧 生物 反应 器 的 放大 策略 
还 很 不 完善 。 工 业 上 普遍 使 用 的 好 氧 生 物 反 应 器 是 通风 搅拌 式 反 应 器 ,其 内 部 有 
机 械 搅拌 装置 ,并 有 通风 装置 。 这 种 反应 器 的 优点 是 具有 高 度 灵活 性 ,并 能 为 气体 
传递 提供 高 的 Kuae。 在 对 机 械 搅拌 式 反 应 器 进行 放大 时 ,能 否 保证 充足 的 氧气 沦 
和 人 ,以 及 能 否 保 证 反应 体系 的 均匀 度 是 主要 的 限制 因素 ,因此 ,在 外 形 尺寸 得 到 放 
大 后 ,如 何 进 行 通风 和 搅拌 系统 的 放大 是 最 重要 的 。 

好 氧 生 物 反 应 器 的 放大 一 般 要 考虑 到 以 下 经 验 准则 : 中 单位 体积 培养 液 的 功 
率 消耗 (P/V) 相 等 ; 思 搅 拌 雷诺 数 Rend THAT CO SUB fe ERE SCIRE CK a A 
[DO]) 相 等 ; @ 混 合 时 间 相 等 ; @ 搅 拌 器 尖端 线 速度 (Na) 相 等 。 

溶 氧 浓度 对 生物 细胞 代谢 活性 有 重要 影响 ,为 保证 大 小 反应 器 体系 有 相同 或 
者 相近 的 溶 氧 浓度 , 较 好 的 对 策 是 以 氧 的 传递 速率 常数 Kia 为 基准 进行 放大 设 
计 。 一 般 来 说 ,细菌 和 酵母 的 生物 反应 器 的 放大 设计 相对 容易 ,而 霉菌 和 放 线 菌 等 
丝 状 真菌 的 生物 反应 器 的 放大 设计 是 比较 困难 的 。 因 为 在 对 丝 状 真菌 生物 反应 器 
进行 放大 时 ,不 仅 要 考虑 到 氧 的 传递 速率 ,还 要 考虑 搅拌 器 尖端 线 速度 ,以 及 液体 
流速 对 丝 状 真菌 细胞 的 损害 影响 。 


7.3.1 几何 尺寸 的 放大 


常规 的 机 械 搅 拌 式 反应 器 尺寸 放大 的 标准 方法 是 保持 几何 相似 。 这 意味 着 所 
有 线性 尺度 一 一 反应 器 的 直径 和 高 度 、 叶 轮 直 径 、 叶 轮 离 釜 底 的 距离 、 液 体 的 高 度 
和 挡 板 的 宽度 等 均 随 反应 器 体积 而 放大 。 在 生物 反应 器 的 放大 中 ,放大 倍数 实际 
上 就 是 反应 器 体积 增加 倍数 , 即 放大 倍数 m 二 V/V;。 对 于 机 械 搅拌 式 生 物 反应 
器 来 说 ,尺寸 放大 要 保持 几何 相似 的 原则 ,那么 就 有 


Ih. dO (7-1) 
1 2 
b 3 3 
5 (&) (5) m( 放 大 倍数 ) (7-2) 
1 
BH ae (1-3) 
1 2 


AP: Hi, Ha — ARA E FIK ERU METS m: 
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Ti T; — ARA E FIAK SERO MEIE m; 
Vi Ve — HRR E FIAK REB BETA m? 。 


7.3.2 空气 流量 的 放大 


空气 流量 的 放大 是 生物 反应 器 放大 的 主要 内 容 之 一 。 空 气流 量 的 大 小 不 仅 与 
氧 的 传递 速率 有 关 ,而 且 空气 流量 还 影响 了 反应 器 中 反应 液 的 搅拌 强度 。 

生物 反应 过 程 中 的 空气 流量 一 般 有 两 种 表示 方法 :一 是 以 单位 培养 液体 积 在 
单位 时 间 内 通 入 的 空气 量 (标准 状态 ) 来 表示 , 即 VVM Om / (m。min)); 二 是 以 
操作 状态 下 的 空气 直线 速度 V, 表 示 (m/min)。 这 两 种 表示 方法 可 以 换算 , 换算 方 
法 如 下 : 

根据 理想 气体 定律 公式 PV 二 nRi, 可 得 到 


p qe 
Pe TTV: pe VVM: V. 


t to 


(7-4) 


式 中 : t =273,K; 
P, —9. 81X 10* , Pa; 
:一 一 操作 状态 下 的 热力 学 温度 ,Ki 
9.81 


P 一 一 操作 状态 下 负 内 的 平均 压力 ,P 一 (P, 十 9. 81X10') 十 一 Hip, Pa, 


其 中 ,P, 为 液 面 上 承受 的 空气 压强 , 即 镀 顶 压力 表 所 指示 的 读数 ,Pa, Hi 为 
RREME WAERTE mso 为 发 酵 培 养 基 密度 ,kg/ ms; 
T 一 一 饶 径 ,m; 
太一 一 发 酵 液体 积 ,ms 。 
Hi to Pot, P 代入 式 (7-4), 可 得 
V.PT* 


UA OE —- 3 3. fi A 
VVM 157. 76V ™ / (m* * min) (7-5) 
因此 
YPT V.P 
VVM cc Vi e (7-6) 


空气 流量 的 放大 基准 主要 有 三 个 。 
l. 以 单位 培养 液体 积 中 空气 流量 相同 的 原则 放大 ( 即 VVM 为 常数 ) 


由 式 (7-6) 得 
VVM: Vi VVM- T 


Ve pr P 


(7-7) 
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由 于 VVM 放大 前 后 不 变 , 因 此 


Va T-P, F 
VI—TDB, (7-8) 


式 中 :Va Ve HER REAK BEI 5s CELER DILE m/min; 

Ti T; — BER EFIK HE H MEIE > m; 

P, P, — BUS E RUSCK B D P 9 ETE . Pa. 

由 此 可 以 求 出 放大 后 的 空气 直线 速率 Vu. 

如 果 在 大 小 反应 器 中 氧 的 利用 率 相同 ,那么 空气 流量 的 放大 按照 此 基准 进行 
是 比较 合适 的 。 但 是 ,由 于 大 型 反应 器 中 液体 高 度 高 ,空气 在 液体 中 所 经 过 的 路 程 
和 气 液 接触 时 间 均 大 于 小 型 反应 器 ,因此 大 型 反应 器 有 较 高 的 空气 利用 率 。 在 进 
行 空气 流量 的 放大 时 ,放大 后 的 VVM 一 般 小 于 小 型 设备 的 VVM。 以 VVM 相等 
的 基准 只 有 在 容积 相差 不 大 或 者 液 位 高 度 接近 的 反应 器 中 有 一 定 的 参照 作用 。 


2. 以 空气 直线 流速 相同 的 原则 放大 ( 即 V, 为 常数 ) 
反应 器 中 空气 直线 流速 V, 的 大 小 表征 了 反应 液 的 通风 强度 。 在 通风 搅拌 式 
反应 器 中 ,V. 的 大 小 还 与 通风 搅拌 的 强 弱 密切 相关 。 因 此 ,V, 作 为 空气 流量 放大 


的 基准 有 其 实际 意义 。 
由 式 (7-6) 得 


VVM cc => (7-9) 


XAH Va — Vus ,所 以 得 到 
(VVM): _P: 2 i 


(VVM), P, T: 

式 中 : (VVM); (VVM); — EU ERAK Ea A i m? / (m? * mim, 

由 此 可 以 求 出 放大 后 的 空气 流量 (VVM)，。 

按照 V. 相 等 的 基准 进行 放大 时 ,如 果 大 型 设备 和 小 型 设备 具有 同样 的 KLa， 
由 于 大 型 反应 器 液体 高 度 高 ,空气 中 氧 的 利用 率 高 ,在 反应 器 上 层 的 反应 液 中 ,会 
由 于 氧 的 消耗 而 使 气相 中 氧 的 分 压 减 小 ,从 而 导致 溶 氧 速率 降低 。 这 种 情况 在 氧 
的 利用 率 不 高 的 情况 下 (二 30%) 可 以 不 考虑 ,但 当 氧 的 利用 率 很 高 时 ,就 会 明显 影 
响 氧 的 溶 氧 速率 。 因 此 ,对 空气 流量 放大 时 ,放大 后 反应 器 的 V, 值 应 适当 增 大 。 


3. 以 KLa 值 相同 的 原则 放大 ( 即 Ka 为 常数 ) 


最 常用 的 反应 器 Kia 与 设备 参数 和 操作 参数 之 间 的 关系 式 为 福田 公式 : 


0.56 
K,— (2.3643. sono (pe) V, NS X107 (1-11) 
3 


(7-10) 
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由 于 式 (7-11) 中 有 Pa N 等 未 定 参数 ,因此 利用 福田 公式 进行 空气 流量 的 放 
大 ,涉及 的 参数 较 多 ,计算 比较 困难 。 根 据 文献 报道 外 ,Kia 有 如 下 经 验 公式 : 


Kac Ge H, (1-12) 
L 


VaT? 
4 


m/min; 


式 中 : Qs 一 一 操作 状态 下 的 通气 流量 ,Q。 


Hy — WB F8 E ms 
W 一 一 反应 液体 积 ,ms 。 
根据 式 (7-12) 得 


(Ka): Vi u - 
(Kra)i (&) PET 1 (7-13) 
Yi. i Li 
又 因为 
Q,cV,T', VLT’, H œT 
所 以 
V, 1/3 
v-(E) (7-15) 
由 式 (7-6) 得 
OVM): _ (T Y^ Ps , 
ewvwt- (1) P, (7-16) 
用 不 同 的 放大 原则 对 空气 流量 进行 放大 ,所 得 结果 是 不 同 的 ,如 下 面 的 放大 
例子 。 


将 一 个 生物 反应 器 体积 放大 125 倍 , 则 有 Vz/V; 王 125, Ts 二 5T,P,=1. 5Pi， 
用 上 述 三 种 不 同 放大 方法 计算 出 来 的 空气 流量 如 表 7-2 所 示 。 

从 表 7-2 分 析 , 若 以 VVM 相同 原则 放大 ,反应 器 放大 125 售后 ,V. 增 加 了 
3. 33 倍 , 此 值 过 大 ,造成 气 速 太 大 , 跑 料 严重 ,另外 容易 使 搅拌 器 处 于 被 空气 包围 
的 状态 ,无 法 发 挥 其 加 强 气 液 接触 和 搅拌 液体 的 作用 。 若 以 V. 相 同方 法 进行 放 
大 , 则 VVM 值 在 放大 后 仅 为 放大 前 的 30%% ,此 值 又 过 低 。 因 此 以 Kea 相同 原则 
放大 ,其 合理 性 大 ,放大 后 的 VVM 和 V. 值 比较 适合 。 在 实际 反应 器 放大 过 程 中 ， 
空气 流量 的 放大 要 结合 搅拌 转 数 和 搅拌 直径 进行 调整 。 


第 7 章 生物 反应 器 的 比拟 放大 183 


表 7-2 反应 器 放大 125 倍 时 ,不 同 放 大 依据 的 VVM 和 V, E 


"— VVM fü vV. 
放大 前 放大 后 放大 前 放大 后 
VVM 相同 1 Hi 1 3.33 
V.S] 1 0.3 1 1 
Kia 相同 1 0.513 1 iyi 


7.3.3 搅拌 转速 和 搅拌 轴 功 率 的 放大 


搅拌 转速 和 搅拌 轴 功 率 是 生物 反应 器 放大 的 重要 内 容 。 通 过 搅拌 和 通风 供给 
生物 反应 器 系统 的 功率 会 直接 影响 发 酵 液 的 流体 力学 行为 和 质量 传递 特征 。 一 方 
面 搅拌 功率 值 决定 了 搅拌 雷诺 数 Res ,而 搅拌 雷诺 数 Res RC WI Az BERI Tii DL EE 
度 ,进而 影响 到 质量 传递 系数 。 另 一 方面 ,搅拌 器 的 尖端 线 速度 (Na) 决 定 体系 中 
的 最 大 剪 切 力 ,影响 到 细胞 的 损伤 程度 ,同时 还 会 影响 到 气泡 和 凝聚 颗粒 的 稳定 
尺寸。 

常用 于 机 械 搅 拌 式 生物 反应 器 搅拌 功率 和 搅拌 转 数 放 大 的 方法 主要 有 以 不 通 
气 时 单位 体积 培养 液 所 消耗 的 搅拌 功率 相同 的 原则 进行 放大 、 以 通气 时 单位 体积 
培养 液 所 消耗 的 搅拌 功率 相同 的 原则 放大 以 及 以 Kua 值 相 同 的 原则 放大 等 。 


1. 以 不 通气 时 单位 体积 培养 液 所 消耗 的 搅拌 功率 相同 的 原则 放大 


(P/V 为 常数 ) 
HERRI Ren — 101 一 10 时 ,功率 准 数 N 不 变 , 即 Ne 一 5 为 常数 。 
所 以 
Pœ N° Dê (1-17) 
Vioc Toc D? (7-18) 
因此 
Po 3p : 
Vv. oc ND (7-195 
Ni- = D. 2/3 , 
N 二 (2) (7-20) 
B« - (NS (2) ; 
ra= (8) (B me 


AP: Pu Po — BUERUSCK BER) dExS CCRETE RIDE W ; 
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Ni No BEUSCRURCK REDUCE SS PERI r/min; 
Di D, — BUCH ROCK MEDI fiCHE SS EE m. 


2. 以 单位 培养 液体 积 所 消耗 的 通气 功率 相同 的 原则 放大 (Ps/Vi 为 常数 ) 


By. a 
当 Rem 二 104 时 ,功率 准 数 Ne 趋 于 常量 ,Ne 一 5 让 为 常数 ,PoccN D. 
根据 Michel 计算 P, 的 公式 : 
2 3 \0.45 
p,-c( Pre ) (7-22) 
得 
(N? Ds yt ND? 0.45 N*:15 5-346 
P,cc (D? V, )9 55 ] os V 9252 (7-23) 
所 以 
Ne LIES , 
Ni (2 Vi (7-24) 
Pe (È$ J( J (2 t J” 
(7-25) 
Pa ANI) (D Di Va e 


式 中 : Pas Pao BUOSECRUICK SE BUS TERED RR W. 
3. 以 气 液 接触 中 体积 传 质 系数 Ka 相等 的 原则 放大 


由 于 气 液 接触 过 程 中 , 传 质 系数 的 关联 式 较 多 ,本 节 以 福田 秀 雄 公式 为 放大 
基准 。 


0.56 
K,—(2. 36+3.30N) (PE) V," N*' x 107? (7-26) 
L 


此 关联 式 是 以 水 为 介质 ,采用 亚硫酸钠 氧化 法 测定 KLa 而 推导 和 总结 归纳 出 来 的 ， 
所 用 的 发 酵 饶 容积 为 100 一 42000 L. SEVERE 1 一 3 层 弯 叶 涡轮 搅拌 器 ,N, 代表 搅 
拌 器 层 数 。 由 式 (7-26) 可 得 


p. \o56 
Kuec(c) KAIN (7-27) 
L 
因为 
3.15 门 2.346 
cc (7-28) 
所 以 
Krao Nt y, prs (7-29) 


根据 (Kia); 二 (Kia)i 的 原则 ,可 以 导出 下 列 关系 式 : 
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N: e) - 
N, (v: D, (7-30) 
Pen (Ya (全 T 
P, Va D: (7-31) 
Pe Va 0.067 D; 3.667 E 
f ts D, Ws 


4. 以 恒定 的 叶轮 尖端 线 速度 作 为 放大 原则 ( ND 为 常数 ) 


丝 状 菌 发 酵 受 剪 切 率 特别 是 搅拌 叶轮 尖端 线 速度 的 影响 较为 明显 。 如 果 仅 仅 
保持 Kia 相等 或 者 Po/Vi 相 等 ,可 能 导致 严重 的 失误 。 因 此 ,在 许多 情况 下 还 需 
要 以 恒定 搅拌 叶轮 尖端 线 速度 作为 放大 原则 ,或 者 作为 校正 原则 ,其 目的 是 保护 菌 
体 生 长 。 一 般 认为 搅拌 浆 叶 端 速度 的 合适 范围 为 250 一 500 cm/s. 

采用 恒定 的 叶轮 尖端 线 速 度 ,有 Ni Di 二 ND;, 即 

LI (7-33) 


放大 后 功率 参数 变化 为 
Po/V:， _ N: (NiD:) _ N: Di 
Pa/Vi Ni CND)” N, D: 


在 放大 倍数 不 大 的 情况 下 ,这 种 方法 是 比较 可 行 的 。 
5. 以 搅拌 雷诺 数 Re 相等 的 原则 进行 放大 


搅拌 雷诺 数 的 大 小 表征 了 反应 器 内 流体 的 流动 状况 ,对 体积 溶 氧 系数 Kia 的 
大 小 起 着 决定 性 的 作用 。 利 用 搅拌 雷诺 数 作为 放大 原则 ,可 以 保证 放大 后 的 反应 
器 在 运行 时 反应 体系 的 流体 力学 相似 ,这 在 某 些 情 况 下 是 合适 的 。 

由 于 


(7-34) 


Re, - NP Ponp (7-35) 
若 保持 放大 后 Re 不 变 , 则 搅拌 器 转速 变化 为 
N: (DY (nY 
EE-E u 
又 因为 
Pœ N° D° (7-37) 
则 功率 参数 变化 为 


P» NiD;* (27 TY 
Pa NiD," 5) (Z) wen 


186 生化 工程 


6. 以 恒定 的 混合 时 间作 为 放大 原则 


对 于 有 流 加 物料 的 生物 反应 器 的 放大 ,还 要 以 恒定 混合 时 间作 为 放大 或 者 校 
正 基准 。 混 合 时 间 的 定义 是 把 少许 具有 与 搅拌 缸 内 的 液体 相同 物性 的 液体 注入 搅 
FEREN ,两 者 达到 分 子 水 平 的 均匀 混合 所 需要 的 时 间 。 低 粘度 的 液体 在 小 搅拌 争 
内 的 混合 时 间 很 短 。 饶 越 大 混合 时 间 就 越 长 。 实 际 上 按 等 混合 时 间 放 大 是 很 难 做 
到 的 。 因 为 要 做 到 这 一 点 放大 把 的 涡轮 转速 要 比 小 钠 的 提高 很 多 。 但 作为 一 个 校 
核 指 标 ,对 某 些 体系 确实 必要 。 

Fox 等 四 用 量 纲 分 析 法 对 机 械 搅拌 式 生物 反应 器 内 流体 混合 时 间 进 行 了 研 
究 , 得 出 以 下 关系 式 , 即 当 Re. 105 IRE. 


t (ND? ) g1” p"? 
f-t—Wuampa c8 (7-39) 


式 中 : f, 一 一 混合 时 间 函 数 ; 

tv 一 一 混合 时 间 ,s; 

NN 一 一 搅拌 器 转速 ,r/s; 

了 一 一 搅拌 器 叶轮 直径 ,m; 

T—  EWHiE EIS m: 

HH 一 一 反应 液 高 度 ,m。 

对 于 几何 尺寸 相似 的 反应 器 , 当 Rem >10% BE 

te (NP) 


"m NiD, (7-40) 
M PuyVua 王 Pu/Vu 时 ,根据 式 (7-21) 可 得 
fuz ap 
tm — | 2 J- 
We (2 (7-41) 


由 上 式 可 见 ,反应 器 放大 倍数 越 大 , 则 放大 后 的 混合 时 间 越 长 。 

在 一 个 大 型 的 分 批 反应 饶 里 ,采用 浓 的 基质 流 加 培养 ,如 果 只 有 单 点 流 加 , 混 
合 时 间 可 能 长 达 数 分 钟 ,反应 器 内 出 现 较 大 的 浓度 梯度 ,这 必然 会 影响 宏观 反应 动 
力学 ,可 能 导致 反应 速率 下 降 。 恒 混合 时 间 指 大 缸 的 混合 时 间 不 要 比 小 饶 长 太 多 。 
降低 混合 时 间 较 合理 的 措施 是 增加 流 加 进 液 点 。 

例如 ,ICI 公司 用 1500 m? 的 气 升 内 环流 反应 器 以 甲醇 为 原料 连续 生产 SCP 
( 单 细胞 蛋白 ) ,为 了 解决 甲醇 浓度 的 分 布 问题 ,在 全 反应 器 中 采用 了 多 达到 3000 
个 进 甲 醇 的 喷嘴 ,使 得 稳 态 发 酵 液 中 的 甲醇 浓度 保持 为 2 mg/L ,解除 了 甲醇 对 生 
产 菌 株 的 生长 抑制 。 

需要 指出 的 是 各 种 放大 方法 各 强调 一 个 侧重 点 ,放大 后 得 出 的 结论 往往 有 较 
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大 的 差异 。 表 7-3 列 出 的 是 由 10 L 7] iE CN — 500 r/min, 通 气 1VVMD) 放 大 到 10000 
L( 放 大 1000 倍 ) 时 ,按照 不 同 的 放大 准则 所 得 出 的 搅拌 转速 。 


表 7-3 不 同 放大 方法 放大 后 得 到 的 反应 器 搅拌 转 数 比较 中 


等 体积 功率 " 
放大 方法 Tan "T 等 传 质 系 数 | 等 叶 端 速度 | 等 混合 时 间 
放大 后 转 数 /(r/min) 107 85 79 50 1260 


表 7-4 中 列 出 的 是 由 80 工 小 缸 (假设 小 把 各 操作 参数 为 1) 放 大 125 f Ja A 
的 操作 参数 。 


表 7-4 不 同 放 大 方法 放大 后 得 到 的 反应 器 操作 参数 比较 中 


放大 标准 表示 方法 MSERORTC RN 

P, Po/V N Re d Na 
等 体积 功率 P/V fü $E 125 1.0 0.34 8.5 5.0 1.7 
等 搅拌 转速 六 人 恒定 3125 25 1.0 25.0 5.0 5.0 
等 桨 尖 速 率 ND 恒定 25 0.2 0.2 5.0 5.0 1.0 
等 雷诺 数 Ren EE 0.2 |0.0016 | 0.04 1.0 5.0 0.2 


从 表 7-3 和 表 7-4 中 的 数据 可 以 看 出 ,按照 不 同 准则 放大 ,结果 是 放大 后 的 反 
应 器 操作 条 件 不 一 样 ,这 说 明 放 大 中 选用 什么 准则 是 最 重要 的 ,这 要 根据 放大 体系 
的 特点 而 确定 。 一 般 工业 机 械 搅拌 式 反应 器 放大 过 程 中 以 Po/Vi 为 准则 放大 采用 
的 较 多 。 

【 例 7-1】 将 一 个 圆柱 形 发 酵 饶 从 10 L 放大 到 10000 L。 已 知 小 发 酵 饶 的 高 
径 比 H/T Jy 3, 搅拌 器 直径 D J& Ete T 的 30%。 搅 拌 器 转速 为 500 r/min。 分 别 
利用 Po/V 人 恒定、 搅拌 器 尖端 线 速 度 恒定 和 雷诺 数 恒定 为 放大 原则 确定 大 发 酵 饶 
的 直径 和 搅拌 转速 。 

f. 因为 发 酵 饶 为 圆柱 形 ,因此 ， 


= 
ky 
由 于 H/T—3.BrVA. 
L3XTe- 
V-34T —10L 
解 得 小 把 的 几何 尺寸 : 
T —0.162m. H=0.486m, D —0.049m 


放大 倍数 ， 
m — 10000/10 — 1000 
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根据 几何 斥 寸 相似 的 原则 3 RACER JL SEG + 
T -—1.62m. H —4.86m. D -—0.49m 
根据 Po/V 恒定 的 原则 进行 放大 , 则 N 三 为 常数 。 因 此 有 


T 
T: 


式 中 ,下 标 1、2 KIRIEK HE 
根据 搅拌 器 尖端 线 速度 恒定 为 原则 进行 放大 , 则 NT 为 常数 。 因 此 有 


N: = Ni 人 (于 )- 500 X (3) 50 (r/min) 
根据 雷诺 数 恒定 为 原则 进行 放大 , 则 NT 为 常数 。 因 此 有 


2 2 
N: =N; (&) $00 x (十 】 5 (r/min) 


2/3 1 2/3 
N: N, ( ) 500 X ( ) 107 (r/min) 


10 


T; 10 
由 此 例 可 以 看 出 ,选择 Po/V 恒定 的 原则 进行 放大 搅拌 转速 比较 合理 。 一 般 
情况 下 不 会 选择 雷诺 数 恒定 的 原则 。 


【 例 7-2】 在 高 径 比 为 2: 1 的 2L 反应 器 中 进行 间 黄 发 酵 ,反应 过 程 中 有 一 
部 分 细胞 悬浮 在 液体 中 , 另 一 部 分 细胞 贴 在 反应 器 壁 内 表面 ( 圆 简 周 面 及 下 底面 ) 
上 。 假 设 有 25 阁 的 目标 产品 与 贴 壁 细胞 相关 ,另外 75 兴 的 目标 产品 与 悬浮 细胞 相 
X, 在 2L 反 应 器 中 生产 能 力 为 2 g( 产 品 )/L。 如 果 将 反应 器 放大 到 20000 LR 
持 高 径 比 不 变 ), 则 放大 后 反应 器 的 生产 能 力 是 多 少 ? 

解 : 根据 几何 相似 的 原则 ,计算 两 个 反应 器 的 直径 ,内 表面 积 。 


反应 器 直径 ， r-(Ey 
T 
内 壁 表面 积 : S zTH+7T aT AT 
由 以 上 公式 计算 得 
2 工 反应 器 : T, —0.1084 m. Si 一 0.083 m? 


20000 工 反应 器 : — T;—2.335 m, $S,—38.54mt 
在 2L 反 应 器 中 ,由 附着 在 表面 的 细胞 所 生产 的 产物 量 为 (内 表面 积 为 0.083 m^) 
2X2X25%=1 (g) 
在 20000 工 反应 器 中 ,由 附着 在 表面 上 的 细胞 所 生产 的 产物 量 为 (内 表面 积 为 
38.54 m?) 
38. 54/0. 083 1—464 (g) 
2 工 反应 器 中 由 悬 泽 细胞 生产 的 产物 量 为 
2X2X75%=3 (g) 
20000 L E Ig di P rh zc F EE P^ 0659 P^ A 
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20000/2X3 一 30000 (g) 

2 工 反 应 器 中 产物 的 总 量 为 
2X2=4 (g) 

20000 L 反应 器 中 产物 的 总 量 为 

4644-30000— 30464 (g) 
因此 在 20000 反应 器 中 的 生产 能 力 为 

30464/20000 一 1.52 (g/L) 
如 果 没 细胞 附着 在 壁面 上 ,20000L 的 反应 器 的 生产 能 力 应 为 2 g/L。 而 存在 
壁面 生长 的 情况 下 ,放大 后 生产 能 力 受到 很 大 影响 。 


7.3.4 ”搅拌 液 流速 度 压 头 五 搅拌 液 流 循环 流量 QL 、QL/Vi 
以 及 QL/H 对 生物 反应 器 放大 设计 的 影响 


搅拌 器 可 以 比 作 一 个 离心 泵 , 泵 的 主要 性 能 是 压 头 和 流量 ,因此 搅拌 器 的 性 能 
也 可 以 用 搅拌 液 流 速度 压 头 H 和 搅拌 液 循环 流量 Qi 这 两 个 指标 来 评价 。 
搅拌 液 流 速度 压 头 互 与 搅拌 器 叶轮 尖端 线 速度 的 平方 成 正比 关系 , 即 
Hoc CND)* (7-42) 
搅拌 液 循 环流 量 QL 对 机 械 搅拌 式 生 物 反 应 器 来 说 是 指 其 泵 送 能 力 , 它 与 搅拌 
器 转动 横 截 面积 及 叶轮 尖端 线 速度 成 正比 关系 , 即 
Quec(rND)(rD2/4)ccNDs (7-43) 
在 几何 尺寸 相似 的 放大 过 程 中 ,反应 器 内 反应 液体 积 与 D JR AE HEC | DSL IG 
单位 体积 搅拌 循环 流量 可 以 表示 为 
Q,/V, oc N (7-44) 
车 放大 时 以 Pu/V+ 为 放大 基准 , 则 根据 式 (7-14) 和 式 (7-44) 得 
(OAV NG a Y nui 
cn 
式 (7-45) 说 明 ,按照 Pu/V+ 为 基准 进行 放大 , 则 大 小 反应 器 单位 体积 的 搅拌 循 
环流 量 Qu/W: 之 比 ,与 放大 比 的 三 分 之 二 次 方 成 反比 ,放大 比 越 大 ,Qu/W: 减 少 得 
越 多 。QL/Vi 减 小 ,将 使 反应 器 的 混合 效果 下 降 , 混 合 时 间 延 长 。 但 是 采用 QL /Vi 
相等 的 方法 进行 放大 也 是 不 适合 的 ,因为 车 按照 QL/V 相 等 进行 放大 , 则 放大 后 
反应 器 的 各 项 指标 均 大 大 高 于 小 型 反应 设备 ,这 是 很 不 经 济 的 。 对 混合 时 间 比 较 
敏感 的 某 些 生物 反应 过 程 , 反 应 器 在 放大 时 放大 比 不 宜 过 大 ,以 逐 级 放大 为 好 。 同 
时 还 要 注意 选择 搅拌 混合 效果 好 的 搅拌 装置 。 
根据 传 质 理论 ,搅拌 液 流 速度 压 头 H GBA, «ibo ici Dc e HE ek eg , 越 利 于 气泡 以 


(7-45) 
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及 生物 细胞 的 分 散 , 从 而 增加 溶 氧 速率 及 传 质 速率 ,促进 反应 体系 中 物料 的 均匀 混 
合 。 循 环流 量 Qi 越 大 ,反应 液 的 循环 速率 越 快 , 越 有 利于 缩短 反应 物料 的 混合 时 
间 。 由 式 (7-42) 和 式 (7-43) 可 知 ,增加 搅拌 器 直径 D 有 利于 反应 物料 的 均匀 混 
合 , 缩 短 混合 时 间 。 增 大 搅拌 器 转 数 N 能 促进 氧 的 溶解 。 在 反应 器 放大 设计 过 程 
中 ,一 般 以 Po/Vi 为 基准 进行 放大 , 则 在 Po/Vi 不 变 的 情况 下 ,增加 搅拌 转 数 NN 必 
然 减 少 搅拌 器 直径 DD ,而 增 大 搅拌 器 直径 D 又 必须 降低 搅拌 转 数 N 。 对 于 某 些 丝 
状 真 菌 反 应 体系 而 言 ,在 保证 溶 氧 速率 要 求 的 条 件 下 ,必须 要 考虑 生物 细胞 对 搅拌 
剪 切 率 和 混合 时 间 的 耐 受 水 平 。 在 这 种 情况 下 ,QL/H 应 该 作为 生物 反应 器 放大 
设计 的 校 核 标准 。QL/H 的 大 小 表示 了 混合 效果 和 满 流 强度 的 相对 强 弱 。 
根据 式 (7-42) 和 式 (7-43) ,可 得 
QL./HED/N (7-46) 
若 Pu/w 不 变 , 则 
Q./HocD*^* (7-47) 
在 模型 饶 中 的 生物 反应 得 到 优化 后 ,可 以 认为 此 操作 条 件 下 的 QL/H 是 适当 
的 , 则 放大 后 的 QL/H 应 该 按照 模型 缸 的 QL/H 值 进行 校 核 。 


7.4 气 升 式 生 物 反 应 器 的 比拟 放大 


7.4.1 影响 气 升 式 生物 反应 器 性 能 的 结构 参数 


气 升 式 生物 反应 器 以 压缩 空气 为 单一 的 能 量 输入 形式 ,其 结构 简单 ,生产 运行 
成 本 低 , 传 质 效 率 高 。 影 响 气 升 式 反应 器 性 能 的 主要 结构 参数 有 : 导 流 简 高 度 与 反 
应 器 直径 之 比 ` 气 升 式 反应 器 中 降 液 管 与 升 气管 横 截面 积 之 比 Ai/A,、 升 气管 气 速 
V,、 空 气 分 布 器 等 。 

导 流 简 高 度 与 反应 器 直径 之 比 是 气 升 式 反 应 器 关键 的 结构 参数 ,反应 液 高 度 
能 引起 的 静 压 效应 会 在 一 定 程度 上 影响 反应 器 性 能 。 导 流 简 高 度 与 反应 器 直径 之 
比 不 同 , 氧 的 体积 传 质 系数 也 不 同 。 导 流 简 高 度 与 反应 器 直径 之 比较 小 时 ,其 传 质 
系数 不 但 较 差 ,而 且 传 质 速率 随 气 速 增加 的 幅度 也 较 小 。 随 着 比值 增 大 ,反应 器 的 
传 质 速 率 也 增 大 ,但 存在 最 优 值 。 当 比值 继续 增 大 时 , 传 质 速率 反而 下 降 。 这 是 因 
为 导 流 简 高 度 与 反应 器 直径 之 比 太 大 ,造成 循环 液 速 小 ,导致 混合 效果 降低 ,并 且 
液体 流动 能 耗 也 在 增加 。 

气 升 式 反 应 器 中 , 降 液 管 与 升 气 管 横 截面 积 之 比 A/A HARRE VSA 
升 式 反 应 器 的 Ka 紧密 相关 。As/A, 增 加 ,会 使 Ka 下降 ,这 是 因为 As/A, 增 加 ， 
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使 总 的 液 相 环流 速率 增加 ,引起 升 气管 中 气 液 相对 流速 降低 ,并 使 气泡 凝聚 作用 加 
剧 ,体系 能 耗 增加 。 当 以 提高 氧 的 传递 速度 从 而 达到 充分 而 有 效 的 混合 为 目标 时 ， 
导 流 简 与 反应 器 直径 比 取 0. 8 一 0. 9 较 好 。 当 考虑 提高 导 流 简 内 液体 循环 速度 以 
防止 较 大 的 生物 细胞 凝聚 产生 沉降 时 , 导 流 简 与 反应 器 直径 比 取 0.6 为 宜 。 

空气 分 布 器 的 设计 选择 要 综合 考虑 反应 体系 的 结构 特点 和 操作 条 件 。 空 气 分 
布 器 在 开 孔 面积 一 定时 ,增加 开 孔 数量 为 好 ,但 如 果 开 孔 孔径 过 小 ,要 维持 一 定 的 
通风 量 , 必 须 增加 风 压 、 提 高 能 耗 。 因 此 开 孔 数量 及 孔径 的 选择 要 根据 实际 情况 严 
格 探讨 。 当 反应 液 流动 形态 为 鼓 泡 流 时 ,在 同一 气 速 下 ,小 孔径 的 气 含 率 和 Kia 
大 于 大 孔径 的 气 含 率 和 Kia。 当 反应 液 流动 形态 为 满 流 时 , 湛 流 控制 着 流体 动力 
学 行为 ,气泡 的 大 小 不 受 分 布 器 孔径 大 小 的 影响 ,而 是 由 气泡 聚 并 程度 来 决定 。 在 
这 种 情况 下 ,为 了 节约 能 量 ,应 选择 大 孔径 的 空气 分 布 器 。 


7.4.2. 气 升 式 生 物 反 应 器 的 能 量 消耗 及 溶 氧 传 质 


气 升 式 生物 反应 器 中 ,反应 液 的 混合 与 深 氧 传 质 由 通 入 的 压缩 空气 完成 ,因此 
对 气 升 式 生物 反应 器 而 言 ,输入 压缩 空气 的 压强 、 流 量 及 空气 压缩 机 的 形式 是 决定 
这 类 反应 器 能 耗 的 关键 。 压 缩 机 的 效率 主要 取决 于 其 形式 。 如 旋转 式 压 缩 机 的 效 
率 通常 为 7 一 80%~90% ;活塞 式 压缩 机 的 效率 为 1 一 73 中 一 90% ;而 叶轮 式 压缩 
机 的 效率 为 /一 70% 一 80%。 在 生产 规模 的 气 升 式 反应 器 中 ,气体 在 反应 液 中 的 
分 散 程度 还 受到 输入 能 量 功率 的 影响 ,同时 反应 器 的 结构 及 反应 液 的 物化 性 质 也 
起 着 重要 的 作用 。 对 于 小 型 反应 器 ,空气 分 布 器 对 气泡 在 溶液 中 的 分 散 状况 有 重 
要 影响 ;但 在 大 型 工业 生产 的 反应 器 中 , 气 液 两 相 的 分 散 特性 主要 受 反 应 器 中 平均 
分 散 功率 的 影响 。 


l. 鼓 泡 式 反应 器 


鼓 泡 式 生 物 反 应 器 内 部 为 空 塔 ,在 靠近 底部 装 设 空气 分 布 器 或 者 筛 板 用 来 分 
布 气体 。 空 气 通过 分 布 器 后 进入 液体 中 分 散 成 气泡 , 靠 其 浮力 而 上 升 ,并 带动 液体 
上 升 而 形成 气 液 两 相 流动 。 当 连续 运行 时 , 气 液 可 并 流向 上 或 者 逆流 操作 。 根 据 
气 速 大 小 , 鼓 泡 式 反 应 器 中 的 流 型 由 均匀 鼓 泡 流转 变 为 过 渡 流 ,进而 转变 为 非 均匀 
鼓 泡 流 。 实 验 研 究 表明 , 鼓 泡 塔 的 体积 溶 氧 系数 主要 取决 于 通气 速率 和 气泡 分 散 
状况 ,可 用 下 述 方程 表示 5 : 

K,a=0. 0023(V,/d,)™" (7-48) 
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式 中 : V, 空气 的 直线 流速 ,m/s; 
d, 一 一 气泡 的 初始 直径 ,m。 
3&CT-480 W Sr A EHE 10. 01 7! <KLa <0. 8 s^! I3 57 —V,/d,—43 s^! , 
气 液 混 合 物 中 的 气 含 率 主要 受 空 气 直线 流速 影响 , 即 
hocV.” (7-49) 
当 通 气 速率 较 低 时 ,0. 7 n1. 2; 当 通气 速率 较 高 时 ,0. 4 n0. 7. 
由 于 气 升 式 ( 含 鼓 泡 式 ) 反 应 器 的 混合 及 溶 氧 均 靠 空气 作 动 力 ,因此 其 体积 溶 
氧 系数 也 可 以 用 空气 直线 流速 V. 单 一 变量 来 表示 : 
Kia —bV," (7-50) 
IP: zz 一 0.7 一 0.8( 对 水 和 电解 质 溶液 );4 是 空气 分 布 器 类 型 和 溶液 特性 的 函 
数 ,对 于 兼并 体系 0—0. 32, 24 1X10- m/s<V, 委 0. 25 m/s 和 0. 03 s"! Kia 
0.1s 时 ,方程 式 是 成 立 的 。 
根据 理论 推导 与 实验 可 导出 鼓 泡 式 鼓 泡 式 的 通气 能 耗 P, ,体积 溶 氧 系数 Kia 
等 公式 ,如 通气 能 耗 : 


P,—ogV.Vi (适用 于 HL 二 2 m) (7-51) 
或 
mRt P : 
p, ir In (2) (适用 于 Hí72 m) (7-52) 


式 中 : pi 一 一 反应 液 密度 ,kg/m’; 
qn 一 一 通气 质量 流量 ,kg/s; 
M 一 一 空气 摩尔 质量 .kg/mol; 
t 一 一 反应 液 温度 ,K; 
已 ,一 一 反应 器 底部 液压 ,Pa; 
Ps 一 一 反应 器 液 面 压强 ,Pa; 
Hi 一 一 液 面 高 度 ,m。 


2. 气 升 环流 式 生物 反应 器 


气 升 环流 式 生物 反应 器 在 近年 来 得 到 广泛 的 应 用 ,其 规模 从 数 百 升 至 数 千 立 
方 米 不 等 。 这 类 生物 反应 器 的 溶 氧 速率 一 般 为 2 一 8 kg/(m*。h), 而 溶 氧 比 能 耗 
约 为 0.3 一 0.6kW。h/(Ckg (0O,))。 气 升 环流 式 反 应 器 最 有 代表 性 的 是 英国 ICI 
加 压 循 环 生物 反应 器 。 该 反应 器 有 60 m 高 有 效 体 积 达 2100 m? 。 反 应 液 的 循环 
速率 较 高 ,在 中 央 升 液 管 和 双边 降 液 管 中 的 液 流速 度 为 0.5m/s 和 3 一 4 my/s, 气 含 
率 及 更 高 达 0.52 和 0. 48。 为 了 改善 基质 的 混合 均匀 性 和 缩短 流 加 物料 的 混合 时 
间 , 反 应 器 装 设 了 5000— 8000 个 甲醇 进 料 喷 嘴 。 在 装 设 这 数 千 个 基质 进口 前 和 后 
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的 转化 率 ( 即 每 1 kg 甲醇 所 得 的 干 单 细胞 蛋白 的 kg 数 ) 分 别 为 0.46 和 0. 65 ,增产 
幅度 达 40%。 在 大 型 的 气 升 环流 反应 器 中 ,由 于 溶 氧 速率 高 达 10 kg(O )/(m:“。h)， 
故 可 实现 高 细胞 密度 培养 ,但 相应 的 能 耗 也 高 达 6. 6 kW/m’, 溶 氧 效率 也 降 至 
1.5 kg(O,)/(kW。，h)。 如 果 适 当 降 低 细胞 浓度 , 即 把 溶 氧 速率 降 至 3 kg(O,)/ 
Cn? * b) , 则 单位 体积 能 耗 可 降低 至 1. 5 kW/m’ ,相应 的 溶 氧 比 能 耗 就 为 2 kg(O;)/ 
(kW * DD. 
气 升 环流 式 生 物 反应 器 升 气管 中 气 含 率 h, 可 用 下 式 计算 四: 
V 


ho 2131.85 CTV Goo 
AP: V, 一 一 升 气管 中 的 空气 流速 ,my/s。 
降 液 管 中 气 含 率 hh 可 用 下 式 计算 四: 
当 A,/A,—3.6 时 ， 
ha =0. 89h, (7-54) 


7.4.3 气 升 式 生 物 反 应 器 的 放大 


到 目前 为 止 , 气 升 式 生物 反应 器 仍 未 有 标准 的 放大 方法 ,对 气 升 式 反应 器 进行 
放大 设计 时 要 考虑 多 方面 的 因素 。 例 如 , 鼓 泡 式 反应 器 可 用 空气 直线 流速 保持 不 
变 的 基准 进行 放大 ,因为 空气 直线 流速 是 决定 系统 的 溶 氧 速率 的 关键 因素 。 但 是 ， 
在 放大 过 程 必须 重视 系统 的 混合 特性 。 当 鼓 泡 式 反应 器 的 体积 放大 10 倍 时 ,如果 
要 维持 混合 时 间 不 变 , 则 必须 使 空气 直线 流速 提高 32 倍 。 显 然 ,要 保持 放大 饶 中 
溶液 的 混合 特性 不 变 是 很 难 做 到 的 ,这 不 仅 使 通气 能 耗 增加 太 多 ,而 且 会 产生 过 多 
的 泡沫 以 及 物料 的 溢出 等 问题 。 

中 科 院 有 机 所 对 气 升 式 内 循环 反应 器 研究 中 提出 ,从 55 工 到 6 m? 的 放大 过 
程 中 可 以 用 下 列 关系 式 进行 放大 ， 

N,—8.57(Q/V) Hi * (7-55) 
式 中 : N. 一 一 氧气 的 体积 传递 速率 ,mol/(ms。h)， 
Q/V 一 一 气 液 比 ; 
有 Hi 一 一 液 层 高 度 ,m。 
利用 Kia 值 相等 的 方法 时 ,应 注意 Ka 值 在 不 同 部 位 的 分 布 ,在 上 升 管 和 下 
降 管 之 间 的 Kia 值 是 不 同 的 ,上 升 管 中 (Kia), 和 总 的 Kua 值 的 关系 是 
(Kia), =K a(1+A4/A) (7-56) 
式 中 : Au 一 一 降 气 管 的 横 截 面积 ,m2? ; 
A 一 一 反应 器 的 横 截 面积 ,m? 。 
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当 气 升 式 环流 反应 器 的 高 度 增加 时 ,会 导致 液体 流速 及 循环 液 速 增 加 ,造成 流 
体 中 气 含 率 下 降 和 气泡 直径 变 小 ,结果 是 Kia 值 下 降 , 但 是 几何 相似 的 反应 器 体 
积 增 大 时 ,会 造成 返 混 程 度 增强 ,从 而 使 Kia 值 上 升 ,因此 Ka 值 的 变化 由 综合 因 
素 决定 。 反 应 器 中 液 层 的 高 度 对 气 液 比 交 换 界面 的 影响 也 很 大 。 多 级 反应 器 的 体 
积 传 质 系数 Kia 要 大 于 单 级 的 Kia。 因 此 ,在 工业 生产 中 ,应 用 的 反应 器 也 尽 可 
能 采用 多 级 的 形式 。 在 工业 上 非常 高 的 气 升 式 生 物 反应 器 会 形成 较 大 的 液 速 ,为 
了 改善 液体 流速 ,可 以 增加 分 隔 多 孔 板 来 增加 阻力 ,减少 循环 液 速 , 同 时 可 达到 破 
碎 气 泡 的 目的 。 
由 于 生物 反应 器 涉及 生物 反应 动力 学 ,流体 力学 和 流 变 特性 等 较为 复杂 的 问 
题 ， 直接 放大 必须 掌握 大 型 气 升 式 反应 器 的 反应 时 间 特 点 ,温度 特征 和 浓度 分 布 规 
律 等 ,结合 反应 器 流动 模型 状况 建立 数学 模型 ,然后 用 模型 放大 比较 容易 成 功 。 如 
白 凤 武 等 中 从 气 升 式 反 应 器 中 流体 力学 操作 条 件 入 手 ,建立 了 模型 试验 装置 的 数 
学 模型 ,根据 此 模型 将 气 升 式 反应 器 从 12 L 放大 到 500 工 ,并 成 功 地 预测 了 放大 后 
的 流体 力学 参数 。 对 反应 器 的 放大 需要 进行 的 工作 量 是 相当 大 的 ,如 ICI 公司 的 
气 升 式 反应 器 从 60 m JC S] 2100 m RIET 10 年 以 上 的 时 间 。 


7.5 管 式 反 应 器 的 比拟 放大 


管 式 反应 器 是 应 用 较 多 的 一 种 连续 操作 反应 器 。 常 用 的 管 式 反 应 器 有 水 平 管 
式 反 应 器 、 立 式 管 weit 螺旋 管 式 反应 器 和 U 形 管 式 反 应 器 。 在 生物 工程 行 
seb 器 也 越 来 越 多 地 被 应 用 。 如 利用 管 式 反应 器 进行 连续 灭 菌 , 利 用 反应 

合 固定 化 酶 或 者 固定 化 细胞 进行 连续 反应 ,利用 光 催 化 管 式 反应 器 进行 污水 
E EHE HERE. 

要 增加 管 式 反应 器 的 生产 能 力 有 三 种 概念 上 不 同 的 放大 方法 : 中 平行 增加 管 
式 反 应 器 的 数量 ; @ 增 加 管 式 反应 器 的 长 度 ; 图 增 大 管 式 反 应 器 的 直径 ,保持 恒 
压 降 或 者 利用 几何 相似 规则 进行 放大 。 

管 式 反 应 器 的 性 能 指标 主要 由 反应 器 的 形式 和 结构 、 反 应 物料 的 性 质 和 组 成 、 

应 物料 在 反应 器 中 的 平均 停留 时 间 等 决定 。 在 管 式 反 应 器 的 放大 过 程 中 ,这 些 
参数 是 很 少 改变 的 。 假 设 生产 能 力 的 放大 售 数 为 m, 为 了 保持 平均 停留 时 间 不 变 ， 
反应 体系 中 的 反应 物料 量 一 般 也 增加 m 倍 , 通 常情 况 下 放大 允许 改变 管 数 、 管 径 
和 管 长 , 则 有 

V. N,RiL; 


m= 


V, NRL =mmkmr 
AP: Ni、Ns 一 一 放大 前 、 放 大 后 的 管 数 ,个 ; 


(7-57) 
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Ri 、R: 一 一 放大 前 、 放 大 后 的 管 径 ,ms 
Li、Ls 一 一 放大 前 、 放 大 后 的 管 长 ,m; 
m 一 一 管 数 的 放大 倍数 ; 
mg 一 一 管 径 的 放大 倍数 ; 
7 一 一 管 长 的 放大 倍数 。 


7.5.1 多 管 并 联 放 大 


多 管 并 联 是 增加 管 数 的 最 直接 的 办 法 。 并 联 放大 可 以 使 放大 后 的 反应 条 件 与 
模型 装置 完全 相同 。 管 数 与 生产 能 力 的 增加 直接 成 正比 。 
CK FOR 
CN une )2 


m=m=7 


(7-58) 


tubes )1 

并 联 放大 是 模型 装置 的 完全 复制 ,生产 能 力 ( 或 者 流量 ) 增 加 m 倍 。 并 联 放大 
自动 保持 了 放大 前 后 平均 停留 时 间 相同 。 但 是 并 联 放大 需要 注意 以 下 几 个 问题 : 
对 于 粘度 变化 很 大 的 反应 物料 ,要 能 保证 进 料 在 各 管 之 间 均 匀 分 布 ;对 于 固定 化 酶 
或 者 固定 化 细胞 的 管 式 反应 器 ,要 关注 空 阶 率 在 每 个 管 之 间 的 差异 ;对 于 连续 灭 菌 
管 式 反应 器 要 能 使 各 管 的 传 热 系数 都 相同 。 如 能 很 好 地 解决 上 述 注意 问题 ,并 联 
放大 就 没有 明显 的 限制 。 

通常 放大 的 目标 是 保持 单 序列 过 程 , 即 过 程 要 由 单线 设备 组 成 。 并 联 放 大 不 
是 单 序列 过 程 , 因 而 不 是 严格 意义 上 的 放大 设计 。 但 是 如 果 所 有 管子 的 进 料 都 有 
一 个 共同 的 来 源 , 出 料 都 有 共同 的 接收 设备 , 则 这 种 放大 方法 也 被 归 入 单 序列 放 大 
的 通常 定义 中 。 


7.5.2 多 管 串联 放大 


增加 管 式 反应 器 的 长 度 不 是 常用 的 增加 生产 能 力 的 方法 ,但 它 也 是 有 用 的 。 
增加 管 长 又 称 串联 放大 ,是 指 保持 相同 的 管 径 , 增 加 管 长 。 当 流体 为 不 可 压缩 流体 
时 , 它 实 际 上 是 一 种 保守 的 放大 方法 。 串 联 放大 保持 了 单 序列 过 程 。 如 果 长 度 增 
加 一 倍 , 保 持 相同 的 停留 时 间 ,流速 可 增 大 一 倍 。 许 多 成 功 的 例子 表明 ,模型 装置 
上 和 运转 良好 的 液 相 管 式 反应 器 ,在 长 度 为 其 100 倍 ,产量 也 为 其 100 倍 的 生产 装置 
上 可 能 运转 得 更 好 。 

在 并 联 放大 时 ,雷诺 数 是 常数 ,但 在 串联 放大 时 ,雷诺 数 是 增加 的 。 当 大 、 小 反 
应 器 均 巾 单 管 构 成 ,并 且 忽 略 流体 物理 性 质 发 生 的 变化 时 雷诺 数 有 如 下 关系 5 : 
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Rez _CzvRaz/poo _ vR: (1-59) 
Re pio Ry /m uR, 


式 中 :um v — BACK Jes AIRE E «m/s. 
对 于 管 式 反应 器 来 说 ,长 度 增加 m 倍 时 ,保持 停留 时 间 一 致 , 则 流速 v 增 加 m 
倍 ,并 且 放大 前 后 管 径 不 变 ,R, =R: ,因此 串联 放大 时 ,雷诺 数 Re 增加 xm 倍 。 


1. 灌流 液 相 管 式 反 应 器 的 串联 放大 


对 不 可 压缩 流体 的 串联 放大 , 管 长 按 所 希望 的 生产 能 力 的 比例 增加 。 保 持 管 
径 不 变 , 管 长 增加 为 原来 的 疡 倍 。 


管 式 反应 器 中 的 压力 降 公 式 为 5 
AP —0. 066 Lo" 0-25 u5 g- 125 (7-60) 
根据 式 (7-60) 得 出 放大 前 后 压力 降 的 关系 为 
A: =m" "my mg* ” (7-61) 
1 
M mg —1 A m =m 时 ,有 
A ohh (7-62) 
1 


可 以 计算 出 , 当 管 长 增加 为 m 倍 时 ,保持 平均 停留 时 间 不 变 的 情况 下 ,压力 降 
增加 为 原来 的 zz“ 倍 。 通 过 泵 向 流体 输入 功率 时 ,QAP MIRAK E60] 58 m7 f 
急剧 增加 ,单位 体积 流体 的 功率 以 x 王 增加 。 对 于 汪 流 反应 器 来 说 ,能 量 的 增加 
会 增加 满 流程 度 和 质量 及 热量 传递 速率 。 


2. 层 流 液 相 管 式 反应 器 的 串联 放大 


层 流 管 式 反 应 器 的 压力 降 用 Poimille 方程 03 的 微分 形式 表示 为 
dP_ 8pv 


dL E (7-63) 
Hi JC TT 45 RC Jes Fs 71 P si CREE FI 73 PE WU] X RA 
Apto (7-64) 


虽然 层 流 与 湛 流 相 比 , 泵 送 能 量 的 增加 较 小 ,但 其 绝对 量 还 是 较 大 的 。 向 单位 
体积 流体 输入 的 功率 以 只 增 大 。 对 于 粘性 流体 ,在 小 规模 装置 上 的 泵 送 能 量 可 能 
已 经 较 大 ,在 放大 过 程 中 这 一 问题 会 更 加 突出 。 以 这 种 形式 输入 流体 的 能 量 称 为 
粘性 耗 散 能 。 如 果 放 大 后 反应 管 中 仍 然 是 层 流 , 则 流体 传 质 效果 将 仍 与 模型 装置 
的 情况 相同 。 
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3. 固定 床 的 串联 放大 


对 于 固定 床 来 说 ,无 论 是 层 流 还 是 满 流 ,其 压力 降 都 符合 Ergun 方程 01， 
dP pv. (1—6&) [150€1—6) 
dL d, c [ Re, 
AP: e 一 一 床 层 空隙 率 ; 
ds 一 一 填充 物 的 直径 ,m; 
Re, 一 一 颗粒 的 雷诺 数 ， 
去 一 一 流体 的 表 观 流速 ,m/s。 
根据 式 (7-65) 可 知 ,固定 床 的 压 降 与 填充 物 的 直径 有 关 而 与 管 径 无 关 。 对 于 
颗粒 较 小 的 填充 物 来 说 这 是 合理 的 。 
当 Re, 较 小 时 , 式 (7-65) 可 变 为 
dP__150uv,(1—e)’ 
dL di B 
此 方程 与 式 (7-63) 具 有 相同 的 形式 , 即 压 力 降 与 流体 密度 o 无 关 。 也 就 是 说 
层 流 固定 床 的 串联 放大 与 层 流 管 式 反 应 器 的 放大 具有 相同 的 特点 。 
当 Re, 较 大 时 , 式 (7-66) 可 变 为 
dP__1.75p0:1—e 
dL d, € 
XT — R E f BL Ji 36 6 «d Dt [8 RE JS Jo Ji. e E JC C + ia De 3 IR t IE e HH RC 
规律 是 一 样 的 。 对 于 二 级 近似 反应 来 说 , 随 着 放大 倍数 的 增 大 ,压力 降 增 加 会 比较 
快 。 当 放大 方法 确定 后 ,一般 应 用 式 (7-67) 进 行 最 终 计 算 , 而 不 受 关于 层 流 或 者 
汕 流 的 限制 。 


| 1.75] (7-65) 


(7-66) 


(7-67) 


M Re 一 co 时 ， A cen? (7-68) 
1 

当 Re,—0 it, Aem (7-69) 
1 


7.5.3 几何 相似 放大 


并 联 放大 在 放大 过 程 中 AP 保持 不 变 , 但 多 管 设 计 并 不 总 是 最 佳 的 选择 。 串 
联 放 大 使 用 单 管 ,但 总 压 降 AP 有 时 又 会 增加 很 大 。 考 虑 一 个 单 管 设 计 ,为 了 限制 
工业 装置 的 压力 而 增 大 管 径 ,这 种 方法 的 大 ,小 管 式 反 应 器 是 几何 相似 的 。 几 何 相 
似 意 味 着 大 、 小 管 式 反 应 器 具有 相同 的 长 径 比 。 对 不 可 压缩 流体 ,体积 放大 m fis. 
则 mg 二 mr 二 mm。 雷诺 数 放 大 如 下 : 
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Re Rv (Rey TQ a 
Re, [3E (&) (&) mg'm—m^5 (7-70) 
AP: Q .Qs 一 一 放大 前 后 反应 管 中 的 流体 体积 流量 ,m/s。 

1. 层 流 管 的 几何 相似 放大 


由 Poiseuille 方程 的 积分 形式 9 得 


ap=ĉEL (7-71) 
则 放大 前 后 压 降 之 比 为 
ams (Rre (E) (Ri) zema cm 
由 于 mg =m =m” ,因此 
Aem =] (1-73) 


即 层 流 管 按照 几何 相似 放大 时 压力 降 放大 前 后 不 变 。 
2. 灌流 管 的 几何 相似 放大 
在 物料 密度 和 粘度 不 变 的 情况 下 , 满 流 管内 的 压力 降 有 如 下 方程 ?1 


0.25 0.75 —1.75 
ap-9-086 p 0L p L (7-74) 
因此 放大 前 后 压力 降 的 关系 为 
1.25 
T HW c (T-75) 


d ii WARE Fi JLA DUBCA. « Fs 71 Fi iz BOCK FCICHUOE JE AR PC. RE 
停留 时 间 不 变 的 情况 下 ,由 于 流体 流量 Q 增 加 为 原来 的 m 倍 , 输 入 功率 QAP 增加 
为 原来 的 m ,单位 体积 流体 的 功率 增加 为 原来 的 m*… 倍 。 单 位 体积 流体 能 耗 的 
增加 有 利于 物料 的 混合 和 传 质 传 热 。 


3. 固定 化 床 的 几何 相似 放大 


同 串联 放大 的 情况 相同 ,固定 化 床 的 几何 相似 放大 的 方法 也 取决 于 颗粒 的 雷 
诺 数 。 


M Re 一 cc 时 ， Api m mung! =m (7-76) 
M Re, >0 if, APPa a amim gii (7-77) 


AP, 
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7.5.4 恒 压 降 放 大 


层 流 管 式 反应 器 进行 几何 相似 放大 时 ,放大 前 后 压力 降 保持 不 变 , 因 此 对 于 层 
流 管 式 反 应 器 进行 恒 压 降 放 大 也 就 是 进行 几何 相似 放大 。 因 此 我 们 只 讨论 湛 流 管 
式 反应 器 恒 压 降 放 大 的 情况 。 当 物料 密度 恒定 ,并 且 设 定 管 数 不 变 , 放 大 前 后 压力 
降 恒 定 , 即 AP: 王 AP, ,根据 式 (7-57) 和 式 (7-61) 得 


m =m”, m, =m"” (7-78) 
REVUE vi UL E X c IE i F REUTH FE BEDA JE ,长 径 比 降低 ,雷诺 数 升 高 ,但 是 
升 高 的 幅度 要 比 几何 相似 放大 低 。 


对 于 固定 化 床 反应 器 来 说 , 增 大 直径 并 保持 相同 的 流体 流速 就 能 实现 恒 压 降 
放大 。 因 此 得 
7IR 一 121/2 ， m,—l (7-79) 
以 上 讨论 的 是 管 式 反应 器 在 放大 时 常用 的 一 些 方法 和 准则 ,这些 方法 和 准则 
在 实际 应 用 时 ,可 以 比较 方便 地 预测 放大 后 反应 器 的 一 些 参 数 指标 。 由 于 在 管 式 
生物 反应 器 中 所 进行 的 反应 ,是 在 生物 反应 动力 学 与 物料 的 传递 特性 相互 制约 的 
状态 下 进行 的 ,加 上 生物 反应 过 程 本 身 的 复杂 性 ,决定 了 管 式 反应 器 的 放大 只 采用 
几何 相似 、 雷 诺 数 相等 .流速 相等 或 者 停留 时 间 相 等 的 原则 进行 放大 是 远 远 不 够 
的 。 要 成 功 地 进行 一 个 管 式 生物 反应 器 的 放大 优化 ,还 需要 在 进一步 研究 生物 反 
应 器 中 进行 的 生物 化 学 反应 的 本 质 和 动力 学 的 基础 上 ,通过 建立 精确 的 数学 模型 
来 指导 放大 后 反应 器 的 优化 设计 ,并 且 结 合 试验 数据 来 验证 模拟 计算 过 程 和 结果 
的 准确 性 。 


7.6 生物 反应 器 的 比拟 缩小 


在 很 多 情况 下 ,我 们 需要 在 小 规模 反应 器 中 模拟 大 反应 器 中 的 生物 反应 过 程 ， 
以 便 研 究 生 物 反 应 过 程 的 一 些 特性 ,或 者 比较 方便 地 测 得 很 多 参数 以 及 用 于 对 现 
有 生产 操作 过 程 提出 的 优化 效果 进行 评估 。 人 小 规模 的 设备 可 用 于 估计 系统 对 培养 
基 组 成 菌 种 使 用 、 消 泡 剂 . 反 应 条 件 以 及 为 了 检验 对 Os 和 CO; 的 耐 受 性 等 的 改 
变 ,使 系统 产生 的 过 程 响应 ,提出 修正 方案 ,然后 应 用 于 大 反应 系统 中 。 规 模 缩小 
还 可 以 为 现 有 生产 规模 装置 提供 有 效 的 生产 菌株 选 育 的 场所 。 所 以 ,生物 反应 器 
的 缩小 ,在 生产 中 也 是 非常 重要 的 。 

缩小 规模 的 设备 对 于 数学 模型 的 建立 ` 放 大 准则 优化 和 传统 中 试 厂 的 操作 来 
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说 是 个 有 力 的 补充 。 反 应 器 比拟 缩小 可 以 看 作 是 比拟 放大 的 逆 过 程 ,它们 相应 的 
数学 模型 建立 和 准则 应 用 都 是 相通 的 。 


jd 


7-1 将 机 械 通风 搅拌 式 反 应 器 从 0. 1 m CK I 10 m? ERY TEES T H 0.4 m. 
搅拌 器 直径 D Jg 0. 1 m fitfE SE PEE N 为 100 r/min。 

CD AJLA AUR UU ift ERK ER JL fap SE Cb ee 工 ,搅拌 器 直径 D. WESS ED. 

(2) 分 别 利用 恒定 叶轮 尖端 线 速度 和 恒定 的 搅拌 雷诺 数 Res» f AE CK D dt 
拌 转速 是 多 少 。 

7-2 有 一 好 氧 发 酵 饶 装 液 量 为 800 L, 直 径 0. 8 m, 装 液 高 1. 6 m, 装 液 量 为 总 
容积 的 68% ,搅拌 器 直径 0. 27 m, 转 速 300 r/min, 通 气量 为 1. 2VVM, 反 应 温度 
28'C KEJE 0. 0294 MPa ,发 酵 液 密度 为 1000 kg/m? ,不 通风 状态 下 的 搅拌 轴 功 率 
Æ 3 kW/m’ ,通风 状态 下 的 搅拌 轴 功 率 为 1.6 kW/m, 利用 Kia 相同 的 原则 对 空 
气流 量 进行 放大 ,用 Ps /相同 的 原则 对 搅拌 速度 和 功率 进行 放大 ,计算 将 反应 器 
放大 100 倍 后 的 几何 尺寸 `. 通 风量、 搅拌 转速 和 搅拌 轴 功 率 。 

7-3 一 直径 为 1.2 m 的 生物 反应 器 , 装 液 高 1. 2 m( 装 料 系数 为 0.7) V HERE 2 
装 4 块 挡 板 , 挡 板 宽 为 0. 12 m. 223 2 组 圆 盘 六 平 叶 涡轮 搅拌 器 ,搅拌 器 直径 为 0. 36 
m。 通 风量 为 0.0046 m/s, 搅 拌 速度 160 r/min。 按 照 K,a 相同 的 原则 将 此 反应 
器 放大 500 倍 , 求 放大 后 搅拌 器 的 转速 和 搅拌 功率 。 

7-4 机 械 搅拌 式 反应 器 放大 时 ,通气 的 单位 体积 功率 消耗 与 反应 器 体积 的 
关系 符合 公式 

(P,/V12)/(P,/VL)4 = (a /Vi5 2 
如 果 将 1 ms 的 反应 器 放大 到 40 m? .要求 同时 满足 几何 相似 \ 恒 定 叶 轮 尖 端 线 速度 
和 恒定 氧 传 质 系数 Kua 的 准则 ,计算 放大 前 后 反应 器 操作 气压 的 比值 。 如 果 模 型 
铅 和 生产 把 的 溶 氧 浓度 均 为 零 ,对 下 列 情况 进行 计算 : 
CD. 如 果 培 养 液 为 牛顿 型 流体 , 氧 传 质 系数 Ka 计算 式 : 
Kia — Ki GP,/VL)* 55V, Ne 


式 中 : Ki 一 一 常数 ; 
P, 一 一 通风 搅拌 轴 功 率 ,kW; 
六 一 一 液体 体积 ,L; 


V, 一 一 空气 直线 流速 ,m/s; 
NN 一 一 搅拌 器 转速 ,r/min。 
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(2) 如 果 培 养 液 为 非 牛顿 型 流体 , 氧 传递 速率 系数 Kia 计算 式 : 
Kia= K;CP,/V, 99,55 

式 中 : K,— 常数 。 

7-5 一 直径 为 1.2 m 的 生物 反应 器 , 料 液 高 1. 2 m 装 料 系数 为 0.75, MERER 
装 4 块 挡 板 , 挡 板 宽度 为 0.12 m。 安 装 两 组 圆 盘 六 平 叶 涡轮 搅拌 器 ,搅拌 器 直径 
为 0.34 m。 通 气 速率 为 30 VVM., 搅 拌 转速 N 为 150 r/min。 按 照 Kia 相等 的 原 
则 放大 到 50 ms?( 装 料 系数 不 变 ) , 试 计 算 放 大 后 的 搅拌 转速 和 搅拌 功率 。 

7-6 一 5ms 的 生物 反应 器 ,直径 为 1. 4 m, 装 液 量 为 4 ms , 液 高 2. 7 m, 采 用 
六 平 直 叶 涡轮 搅拌 器 ,搅拌 器 直径 为 0. 45 m ,搅拌 转 速 N 为 150 r/min, 通 风量 为 
0. 8 my/min, 发 酵 液 密度 o— 1040 kg/m? ,粘度 i 1. 06€ 107? Pa * s, HKE) 50 ms , 求 
放大 后 反应 器 的 尺寸 .通风 量 和 搅拌 转速 。 


符 号 说 明 

e 流体 密度 ,kg/m’ Na ”搅拌 器 尖端 线 速度 ,m/s 
A 流体 粘度 ,Pa*，s VVM 单位 培养 液体 积 在 单位 时 间 内 通 入 的 
v 流体 流速 ,m/s 空气 量 (标准 状态 ) ,m?/(m’? * min) 
g 重力 加 速度 ,m/s* V, ”操作 状态 下 的 空气 直线 速度 ,m/min 
N 搅拌 转速 ,r/min Q, ”操作 状态 下 的 通气 流量 ,m/min 
H ”反应 器 高 度 ,m; 搅拌 液 流 速度 压 头 ， f. 混合 时 间 函 数 

m! /min ty 混合 时 间 ,s 
D ”搅拌 器 直径 ,m T 发 醇 镶 直径 ,m 
DL ”扩散 系数 ,m?/s Hy, 反应 液 高 度 ,m 
E 特征 长 度 ,m N, ”氧气 的 体积 传递 速率 ,mol/(m?，h) 
d, ”颗粒 直径 ,m Q 气 液 比 


o 表面 张力 ,N/m 
k 传 质 系数 ,m/s 
a 对 流传 热 系 数 ,kW/(m? * K) 升 气管 中 气 含 率 
à 导热 系数 ,kW/Cmz。K) 降 气 管 中 气 含 率 


A, ” 降 气管 的 横 截 面积 ,m? 
A 
h, 
ha 
cp 比 定 压 热 容 ,kJ/(kg * KO Q ”搅拌 液 流 循环 流量 ,m' /min 
V. 
d. 
P 


反应 器 的 横 截 面积 ,mm 


P/V 单位 体积 培养 液 的 功率 消耗 ,kW/L 升 气管 中 的 空气 流速 ,m/s 
Re, 搅拌 雷诺 数 气泡 的 初始 直径 ,m 
[DO] 溶 氧 浓度 ,mol/L 反应 液 密度 ,kg/m 
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gn ”通气 质量 流量 ,kg/s Q 管 式 反应 器 中 流体 体积 流量 ,ms /s 
M 空气 摩尔 质量 ,kg/mol e 床 层 空 隙 率 

t 温度 ,K d, ”填充 物 的 直径 ,m 

m, 管 数 的 放大 倍数 Re, 颗粒 的 雷诺 数 

m ” 管 径 的 放大 售 数 v. 流体 的 表 观 流速 ,my/s 


mL ” 管 长 的 放大 售 数 
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提 要 


固定 化 酶 (细胞 ) 就 是 把 游离 的 水 溶性 酶 (细胞 ) 限 制 或 固定 于 某 一 局 部 的 空间 
或 固体 载体 上 ,成 为 水 不 溶 酶 。 固 定 化 酶 (细胞 ) 的 制备 方法 主要 有 载体 结合 法 、 交 
联 法 和 包 埋 法 。 各 种 方法 制 得 的 固定 化 酶 (细胞 ) 在 活力 回收 、 催 化 特性 、 与 载体 的 
结合 程度 及 酶 的 再 生 等 方面 各 有 特点 。 固 定 化 酶 (细胞 ) 与 游离 酶 (细胞 ) 相 比 , 具 
有 容易 将 酶 与 底 物 和 产物 分 离 、 可 反复 使 用 、 反 应 过 程 可 控 性 及 酶 的 稳定 性 较 高 等 
优点 。 但 是 酶 (细胞 ) 固 定 化 后 活力 有 一 定 损失 ,上 且 比 较 适 应 水 溶性 和 小 分 子 底 物 。 

游离 酶 经 固定 化 后 ,其 动力 学 特征 通常 发 生变 化 。 固 定 化 酶 (细胞 ) 反 应 动力 
学 是 以 均 相 酶 反应 动力 学 为 基础 ,讨论 酶 分 子 构象 改变 .载体 屏障 效应 、 微 环境 效 
应 及 扩散 效应 对 反应 的 影响 。 酶 分 子 构象 改变 和 载体 屏障 效应 影响 酶 与 底 物 的 结 
合 , 造 成 酶 活性 的 改变 ,从 而 使 固定 化 酶 的 本 征 动力 学 参数 与 游离 酶 不 同 ; 微 环境 
效应 造成 固定 化 酶 载体 内 的 底 物 (产物 ) 浓 度 与 宏观 环境 中 的 不 同 , 从 而 造成 固定 
化 酶 的 反应 速率 与 其 本 征 反 应 速率 不 同 ; 扩 散 限制 效应 使 底 物 、 产 物 在 固定 化 酶 载 
体内 (外 ) 形 成 浓度 梯度 ,使 固定 化 酶 (细胞 ) 的 动力 学 行为 偏离 其 游离 状态 下 的 动 
力学 行为 。 在 固定 化 酶 反应 动力 学 中 不 仅 要 考虑 酶 的 催化 反应 速率 ,还 要 考虑 底 
物产 物 传 质 速率 的 影响 。 

根据 反应 器 的 结构 ,可 将 固定 化 酶 反应 器 分 为 搅拌 钠 式 反应 器 、 固 定 床 反 应 
器 、 流 化 床 反 应 器 和 膜 反 应 器 等 类 型 。 在 实际 应 用 时 ,应 根据 固定 化 酶 的 形状 、 机 
械 强 度 和 密度 ,反应 的 操作 条 件 和 要 求 以 及 底 物 性 质 等 方面 综合 考虑 ,进行 反应 器 
的 设计 和 选择 。 与 游离 酶 的 均 相 反应 体系 不 同 ,固定 化 酶 反应 体系 是 典型 的 非 均 
相反 应 体系 。 因 此 ,固定 化 酶 反应 器 动力 学 在 均 相 酶 反应 器 动力 学 及 物料 衡 算 的 
基础 上 ,还 应 考虑 固定 化 酶 颗粒 与 周围 流体 的 传 质 。 

酶 催化 剂 具 有 很 多 优点 ,但 也 有 一 定 的 局 限 性 。 例 如 游离 的 溶液 酶 ,在 反应 过 
程 中 会 随 着 产品 一 起 流失 ,这 不 仅 造 成 了 酶 的 损失 ,增加 了 生产 费用 ,而 且 随 产品 
流出 的 酶 ,又 会 影响 产品 的 质量 ;溶液 酶 在 反应 后 ,分 离 困难 ,无 法 重复 使 用 ; 酶 在 
一 般 情 况 下 ,对 热 、 强 酸 、 强 碱 和 有 机 溶剂 等 均 不 够 稳定 ,即使 给 予 合 适 的 条 件 , 也 
会 失 活 。1916 Æ 3 EL IN Ze ^ dk Nelson) fu f& E 2 (Griffin) AAA TRKA 48 
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和 焦炭 上 结合 的 蔗糖 酶 仍 具 有 催化 活性 。 直 到 20 世纪 50 年 代 固 定 化 酶 技术 得 以 
有 效 开展 后 ,基本 上 克服 了 溶液 酶 在 上 述 几 方面 的 缺陷 ,最 初 主要 是 将 水 溶性 酶 与 
不 溶性 载体 结合 ,成 为 “水 不 溶 酶 ”和 “ 固 相 酶 ”。1971 年 ,在 第 一 届 国 际 酶 工程 会 
议 上 ,正式 建议 采用 “固定 化 酶 ”(immobilized enzyme) 的 名 称 。 

20 世纪 50 年 代 固 定 化 酶 技术 以 物理 方法 为 主 ,例如 将 a- 淀 粉 酶 结合 于 活性 
KEERA AMP 脱氧 酶 吸附 于 硅胶 , 胰 凝 乳 蛋 白 酶 吸附 于 高 岭 土 等 。 随 后 ， 
离子 吸附 法 固定 化 酶 得 以 发 展 ,例如 过 氧化 物 酶 吸附 于 离子 交换 剂 DEAE- 纤 维 
X ,核糖 核酸 酶 吸附 于 阴离子 交换 剂 Dowex-2 和 阳离子 交换 剂 Dowex-5 等 。20 
世纪 60 年 代 末 ,日 本 田 边 制药 公司 将 固定 化 氨基 酰 化 酶 用 于 氨基 酸 生 产 ,这 是 第 
一 个 固定 化 酶 的 工业 化 应 用 。 我 国 第 一 个 用 于 工业 生产 的 是 固定 化 5- 磷酸 二 酷 
酶 ,1978 年 用 于 生产 5'- 核 蔡 酸 。20 世纪 70 年 代 初 ,出 现 了 固定 化 细胞 技术 ,1973 
年 日 本 的 千 烟 一 郎 首 次 在 工业 上 成 功 地 用 固定 化 微生物 细胞 连续 生产 L- 天 冬 氨 酸 。 

目前 ,固定 化 技术 在 生化 工程 及 酶 工程 领域 中 占有 十 分 重要 的 地 位 。 生 物化 
学 微生物 学 、 化 学 工程 有 机 化 学 、 高 分 子 化 学 、 物 理化 学 和 医学 等 各 个 学 科 的 科 
技 人 员 及 工厂 企业 的 技术 人 员 都 非常 重视 这 方面 的 研究 工作 。 在 实际 应 用 中 ,人 
们 充分 发 挥 了 固定 化 酶 和 固定 化 细胞 在 革新 工艺 和 降低 成 本 方面 的 巨大 潜力 , 收 
到 了 很 好 的 效果 。 固 定 化 酶 (细胞 ) 以 及 固定 化 多 酶 反应 器 的 迅速 发 展 , 必 将 引起 
发 酵 工 业 和 化 学 合成 工业 的 巨大 变革 。 


8.1 了 酶 (细胞 ) 的 固定 化 方法 


8.1.1 固定 化 酶 (细胞 ) 的 定义 


固定 化 酶 (细胞 ) ,就 是 把 游离 的 水 溶性 酶 (细胞 ) ,设法 限制 或 固定 于 某 一 局 部 
的 空间 或 固体 载体 上 。 固 定 化 细胞 技术 是 固定 化 酶 技术 的 延伸 。 现 今 , 随 着 固定 
化 技术 的 发 展 ,固定 化 对 象 不 一 定 是 酶 ,也 可 以 是 微生物 细胞 、 植 物 细胞 ,动物 细胞 
或 细胞 器 。 这 样 的 固定 化 生物 催化 剂 的 研究 还 发 展 到 多 酶 体系 的 固定 化 ,以 及 带 
有 ATP、NAD(P) 这 一 类 辅酶 的 复合 酶 反应 系 的 固定 化 。 另 外 ,让 固定 化 微生物 
在 固定 化 载体 中 增殖 ,长 期 稳定 使 用 的 固定 化 增殖 微生物 的 研究 也 已 推进 到 工业 
化 阶段 。 

由 于 酶 的 催化 作用 主要 由 其 活性 中 心 完成 , 酶 蛋白 的 构象 也 与 酶 活性 密切 相 
关 , 故 在 制备 固定 化 酶 时 ,必须 注意 酶 活性 中 心 的 氨基 酸 残 基 不 发 生变 化 ,避免 那 
些 导 致 酶 蛋白 高 级 结构 破坏 的 操作 (如 高 温 、 强 酸 、 强 碱 等 ) ,固定 化 过 程 应 尽量 在 
温和 条 件 下 进行 。 
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8.1.2 固定 化 酶 (细胞 ) 的 优 缺 点 


与 游离 酶 (细胞 ) 相 比 ,固定 化 酶 (细胞 ) 具 有 如 下 优点 : 

CD. 容易 将 固定 化 酶 (细胞 ) 与 底 物 .产物 分 开 ,产物 溶液 中 没有 酶 (细胞 ) 的 残 
留 ,简化 了 提纯 工艺 ; 

(2) 可 以 在 较 长 时 间 内 反复 使 用 ,有 利于 工艺 的 连续 化 ; 

(3) 反应 过 程 可 控 性 提高 ,有 利于 工艺 自动 化 计算 机 ; 

(4) 在 绝 大 多 数 情 况 下 提高 了 酶 (细胞 ) 的 稳定 性 ; 

Co 较 能 适应 于 多 酶 反应 ; 

(6) 酶 的 使 用 效率 、 产 物 得 率 提高 ,产品 质量 有 保障 。 

但 固定 化 酶 (细胞 ) 也 存在 一 些 缺 点 ,如 酶 (细胞 ) 固 定 化 时 酶 的 活力 有 所 损失 ， 
比较 适应 水 溶性 底 物 和 小 分 子 底 物 。 


8.1.3 固定 化 酶 (细胞 ) 的 方法 


酶 (细胞 ) 固 定 化 方法 大 致 有 三 种 :载体 结合 法 、 交 联 法 和 包 埋 法 (图 8-1)。 


人 GN 
Ere, [oa 
[S] 9 eo 
(b) w 


(c) (d) 


8-1 固定 化 酶 (细胞 ) 方 法 示意 图 
(a) 载体 结合 ;(b) 交 联 ;(c) 凝 胶 包 埋 ;(d) 微 胶囊 包 埋 


1. 载体 结合 法 


载体 结合 法 就 是 将 酶 (细胞 ?固定 在 水 不 溶性 载体 上 , 酶 与 载体 结合 的 方式 有 
共 价 结合 .离子 结合 和 物理 吸附 。 

1) 共 价 结合 

共 价 结合 法 是 酶 蛋白 的 侧 链 基 团 和 载体 表面 上 的 功能 基 团 之 间 形 成 共 价 键 而 
固定 的 方法 。 共 价 结合 法 固定 化 酶 的 研究 从 20 世纪 50 年 代 开始 盛行 ,现在 已 成 
为 固定 化 酶 的 一 种 重要 方法 。 与 吸附 作用 的 固定 化 方法 相 比 , 酶 与 载体 结合 力 强 ， 
酶 不 易 脱 落 ,但 反应 条 件 较 激烈 ,会 引起 酶 蛋白 高 级 结构 的 变化 ,破坏 部 分 活性 中 
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心 ,因此 , 酶 容易 失 活 , 酶 活力 回收 率 不 高 。 

从 理论 上 讲 , 酶 蛋白 上 可 供 载 体 结合 的 功能 基 团 有 以 下 几 种 : 

d) 酶 蛋白 N- 端 的 -氨基 或 赖 氨 酸 残 基 的 e- 氨 基 ; 

(2) 酶 蛋白 C- 端 的 羧基 以 及 Asp RIH BIEN Glu RIE Y- 羧 基 ; 

(3) Cys 残 基 的 琉 基 ; 

(4) Ser, Tyr, Thr 残 基 的 羟基 ; 

(5) Phe 和 Tyr 残 基 的 葵 环 ; 

(6) His 残 基 的 咪唑 基 ; 

(7) Trp FE XE (I M| E XE , 

然而 在 实际 中 偶 联 最 普遍 的 基 团 是 氨基 RAE LUKE JE TER, WES HK D) i Hd 
还 应 是 酶 活性 的 非 必需 基 团 ,否则 将 导致 酶 失去 活性 。 

载体 是 连接 酶 的 固体 支撑 物 ,其 物理 及 化 学 性 质 对 固定 化 酶 有 很 大 的 影响 。 
常用 的 载体 主要 有 天 然 高 分 子 化 合 物 ,如 纤维 素 .琼脂 糖 凝 胶 、 淀 粉 . 葡 聚 糖 凝 胶 、 
胶原 等 ,以 及 合成 高 分 子 化 合 物 ,如 尼龙 .氨基 酸 共 聚 物 . 甲 基 丙 烯 醇 共 聚 物 等 和 无 
机 载体 ,如 金属 氧化 物 、 多 和 孔 玻璃 等 。 

在 共 价 结合 法 中 ,载体 的 活化 是 个 重要 问题 ,活化 应 使 载体 获得 能 与 酶 分 子 特 
定 基 团 产生 特异 反应 的 活泼 基 团 ,并 且 与 酶 偶 联 时 的 反应 条 件 要 尽 可 能 温和 。 使 
载体 活化 的 方法 主要 有 重 氮 法 、 番 氮 法 、 省 化 氰 法 \ 烷 基 化 法 等 。 

刘 明 庆 等 通过 正 硅 酸 四 乙 酯 水 解 缩合 制备 介 孔 泡沫 硅 , 采 用 60 mg/g 加 酶 量 ， 
1E 20'C ,微波 辐射 条 件 下 将 酶 蛋白 共 价 固定 于 介 孔 泡沫 硅 (MCFs) 的 孔道 中 ,固定 
化 酶 相对 活力 达到 178. 126 , 表 观 活力 为 1191. 3 U/g。 与 游离 酶 相 比 ,固定 化 酶 的 
热 稳定 性 有 较 大 提高 ,固定 化 酶 在 50C 下 保温 2 h, 活 力 变化 较 小 ,残余 活力 仍然 
保持 在 85 外 以 上 .5 

2) 离子 结合 

离子 结合 法 是 通过 离子 效应 ,将 酶 (细胞 ) 固 定 到 具有 离子 交换 基 团 的 非 水 溶 
性 载体 上 。 常 用 的 载体 有 阴离子 交换 剂 ,如 DEAE- 纤 维 素 、.ECTEOLA- 纤 维 素 、 
TEAE- 纤 维 素 .DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 等 和 阳离子 交换 剂 ,如 CM- 纤 维 素 、 纤 维 素 - 柠 
榜 酸 盐 、Amberlite 等 。 

将 处 理 成 一 OH 型 的 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 加 至 含有 氨基 酰 化 酶 的 0. 1 mol/L 
磷酸 缓冲 液 中 ,于 37C 条 件 下 搅拌 5b, 氨基 酰 化 酶 与 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 通 过 离子 
键 结合 , 制 成 固定 化 氨基 酰 化 酶 .中 离子 结合 法 固定 化 酶 具有 条 件 温和 ,操作 简单 、 
酶 活力 损失 小 等 优点 。 但 由 于 酶 与 载体 之 间 的 结合 力 较 弱 ,容易 受到 缓冲 液 种 类 
和 pH 值 的 影响 ,在 高 离子 强度 时 酶 容易 从 载体 上 脱落 。 

近年 来 对 离子 结合 法 固定 化 酶 的 研究 在 其 稳定 性 方面 取得 了 一 定 的 进展 ,如 
2006 年 ,Yang 等 提出 了 “Fish-in-Net” 酶 固定 化 的 方法 ,将 酶 固定 在 微 孔 内 ,并 通 


208 生化 工程 


过 具有 均一 尺寸 的 介 孔 孔道 完成 传 质 过 程 中 ,这 种 方法 形成 的 固定 化 酶 具有 很 好 
的 活力 和 稳定 性 ,并 可 反复 利用 多 次 ,同时 酶 的 构象 在 反应 中 可 以 自由 变化 。 

用 此 法 固定 化 细胞 时 ,离子 与 细胞 的 结合 虽 比 物理 吸附 法 牢固 一 些 , 但 在 使 用 
中 ,细胞 仍 能 繁殖 ,细胞 仍 要 脱落 ,要 时 常 补充 新 细胞 ,所 以 不 适用 于 连续 培养 。 

3) 物理 吸附 法 

物理 吸附 法 是 通过 氢 键 、 朴 水 作用 和 电子 亲和力 等 物理 作用 ,将 酶 固定 于 水 
不 溶性 载体 上 ,从 而 制 成 固定 化 酶 。 该 法 操作 简便 ,但 酶 与 载体 结合 力 较 弱 , 使 用 
中 酶 易 从 载体 上 脱落 。 物 理 吸附 法 常用 的 载体 分 有 机 载体 和 无 机 载体 两 类 。 

CD 有 机 载体 : 纤维 素 、 骨 胶原 、 火 棉 胶 及 面筋 ,淀粉 等 。 比 如 用 脱 润 的 玻璃 
纸 或 胶 棉 膜 吸附 木瓜 蛋白 酶 、 碱 性 磷酸 脂 酶 、6- 磷 酸 葡萄 糖 脱 氨 酶 。Petronijevic 
等 发 现 , 用 Triton X-100 .十 二 烷 基础 酸 钠 (SDS) 等 表面 活性 剂 溶液 处 理 茶 甲 酰 纤 
维 素 载体 可 使 载体 再 生 ,这 是 由 于 Triton X-100 等 表面 活性 剂 可 以 作为 一 种 更 政 
水 的 物质 而 连接 到 载体 上 ,从 而 将 蛋白 质 从 载体 上 洗 脱 ,而 表面 活性 剂 可 以 用 乙醇 
洗涤 除去 0 。 用 该 法 再 生 的 载体 仍 可 非常 有 效 地 结合 葡 聚 糖 蔗糖 酶 等 蛋白 质 , 并 
具有 很 高 的 固定 化 效率 。 

(2) 无 机 载体 : 氧化 铅 、 皂 土 、 白 土 、 高 岭 土 ,多 也 玻璃, 二氧化钛 等 。 比 如 用 
多 孔 硅 为 载体 吸附 米 曲霉 和 枯草 杆菌 的 a- 淀 粉 酶 和 黑 曲 霍 的 糖化 酶 ,在 45 固定 
化 ,用 高 浓度 的 底 物 进行 连续 反应 , 半 训 期 分 别 为 14.35.60 d。 无 机 载体 的 吸附 容 
量 较 低 而 且 酶 容易 脱落 。 


2. 交 联 法 


交 联 法 是 使 酶 (细胞 ) 与 具有 两 个 或 两 个 以 上 官能 团 的 试剂 ( 戊 二 醛 ) 进 行 反 

应 ,应 用 化 学 键 把 酶 (细胞 ?固定 。 交 联 法 与 上 述 的 共 价 结合 法 一 样 ,都 是 靠 化 学 结 

合 的 方式 使 酶 (细胞 ) 固 定 化 ,其 区 别 仅 在 于 是 否 使 用 载体 . 交 联 剂 中 最 常用 的 是 
OHC(CHy CHO + E— — CH— N—E— N= CH(CH,);CH—N—E—N—CH— 
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戊 二 醛 , 还 有 形成 肽 键 的 异氰酸酯 ,发 生 重 氮 偶 合 反应 的 双重 氮 联 苯胺 或 N,N“- 
聚 甲 撑 双 碘 乙 酰胺 、.N,N'- 乙 烯 双 马 来 酰 亚 胺 等 。 

用 戊 二 醛 交 联 制备 固定 化 酶 的 反应 如 下 : 戊 二 醛 交 联 反应 与 酶 和 试剂 浓度 、 
溶液 pH 和 离子 强度 、 温 度 、 反 应 时 间 均 有 一 定 的 关系 。 如 木瓜 蛋白 酶 在 酶 蛋白 浓 
度 0.2% .成 二 醛 2.3% ,pH 5.2—7. 2.0'C FZE 24 h, 可 形成 固定 化 酶 。 其 中 ， 
pH 对 固定 化 效果 的 影响 十 分 明显 , 随 pH 升 高 ,固定 化 速度 增加 ,pH 低 于 4 不 能 
形成 固定 化 酶 。 在 交 联 时 ,加 入 一 定量 中 性 盐 ( 如 NasSO, CNH: ): SO 等 ) 和 丙酮 
等 有 机 溶剂 有 助 于 形成 固定 化 酶 。 

单 用 戊 二 醛 交 联 所 得 到 的 固定 化 酶 活力 较 低 ,又 不 易 成 形 , 很 少 单独 使 用 。 若 
将 此 法 与 吸附 法 或 包 埋 法 联合 使 用 ,可 以 达到 加 固 的 良好 效果 ,因此 在 工业 上 用 途 
很 多 。 如 岳 振 峰 等 以 粉末 状 过 聚 糖 为 载体 ,采用 吸附 后 交 联 的 固定 化 方法 固定 a- 
葡萄 糖 氧化 酶 , 酶 活力 为 14300 U, 酶 活力 回收 率 为 59. 6%, 酸 碱 稳定 性 及 热 稳定 
性 良好 .器 

【 例 8-119 试 阐述 用 戊 二 醛 固 定 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 方法 。 

解 : 用 500 mg 胰 凝 乳 蛋白 酶 深 于 5 mL. pH 6 的 醋酸 缓冲 液 . 边 搅拌 边 向 反应 
液 中 滴 加 2. 5% 戊 二 醛 溶液 2 mL ,反应 液 于 室温 条 件 下 放置 10 一 30 min 出 现 凝 胶 
状 的 沉淀 ,反应 时 间 为 1 一 3 h。 将 形成 的 凝 胶 切 碎 后 水 洗 ,去除 游离 的 戊 二 醛 及 残 
留 蛋白 ,固定 化 酶 在 20 mL,0. 2 mol/L 赖 氨 酸 或 乙醇 胺 缓冲 液 中 放置 过 夜 ,洗涤 至 
上 清 液 在 280 nm 处 无 光 吸 收 值 , 悬 浮 于 水 中 ,在 4C 冰 箱 保存 或 冷冻 干燥 后 保存 。 


3. 包 埋 法 


包 埋 法 是 将 酶 (细胞 ) 包 在 凝 胶 微 小 格子 内 ,或 是 将 酶 (细胞 ) 包 庄 在 半 透 性 聚 
合 物 膜 内 的 固定 化 方法 。 包 埋 法 又 可 分 为 凝 胶 包 埋 法 和 微 胶 圳 法 。 

凝 胶 包 埋 法 是 将 酶 (细胞 ) 包 埋 在 聚合 物 的 凝 胶 格 子 中 ,达到 固定 酶 (细胞 ) 的 
目的 。 此 法 所 用 的 聚合 物 有 合成 高 分 子 物质 ,如 聚 丙烯 本 胺 凝 胶 、 聚 乙烯 醇 凝 胶 ; 
天 然 高 分 子 物质 ,如 琼脂 、 醋 酸 纤 维 、 海 演 酸 盐 、 角 又 菜 聚 糖 等 。 

微 胶 圳 法 是 一 种 用 半 透 性 的 高 聚 物 薄膜 包 庄 酶 (细胞 ) 的 技术 。 制 得 的 微 胶囊 
酶 (细胞 ) 通 常 为 球状 体 ,直径 由 几 微 米 到 几 百 微米 。 

包 埋 法 是 制备 固定 化 细胞 最 常用 的 方法 。1977 年 我 国 投入 生产 的 固定 化 青 
睾 素 酰胺 酶 就 是 使 用 明胶 、 戊 二 醋 包 埋 大 肠 杆菌 。 美国 、 欧 洲 和 日 本 等 大 规模 生产 
高 果糖 浆 的 工艺 多 数 采用 包 埋 固定 化 菌 体 的 酶 柱 工艺 。 

此 法 的 优点 是 酶 分 子 ( 细 胞 ) 本 身 不 参加 格子 的 形成 ,大 多 数 酶 都 可 用 该 法 固 
定 化 ,方法 较为 简便 ; 酶 分 子 (细胞 ) 仅 仅 是 被 包 埋 起 来 而 未 受到 化 学 作用 , 故 活 力 
较 高 。 其 缺点 是 不 适用 于 大 分 子 底 物 。 
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以 上 固定 化 酶 方法 的 特点 见 表 8-1。 
表 8-1 各 种 固定 化 酶 方法 的 特点 比较 中 
载体 结合 法 
比较 项 目 
ü 其 价 结 合法 | 离子 结合 法 | 物理 吸附 法 | 。 交 联 法 是 
制备 难 5 5 got 较 难 
结合 程度 强 中 等 E] 强 强 
活力 回收 率 低 高 易 流失 中 等 高 
再 生 不 可 能 可 能 可 能 不 可 能 不 可 能 
成 本 高 低 低 中 等 低 
底 物 专 一 性 可 变 不 变 不 变 可 变 不 变 


8.2 固定 化 酶 (细胞 ) 的 性 质 


酶 (细胞 ) 经 固定 化 ,其 催化 反应 体系 由 原来 的 均 相 体系 变 为 了 非 均 相 体系 , 酶 
的 催化 性 质 会 改变 。 催 化 性 质 改变 的 原因 可 能 有 : @ 酶 本 身 的 变化 ,主要 是 由 于 
活性 中 心 的 氨基 酸 残 基 ,高 级 结构 和 电荷 状态 等 发 生 了 变化 ; @ 受 固定 化 载体 的 
物理 或 化 学 性 质 的 影响 ,主要 是 由 于 在 固定 化 酶 (细胞 ) 周 玮 形成 了 能 对 底 物产 生 
立体 影响 的 扩散 层 以 及 静电 的 相互 作用 等 引起 的 。 


8.2.1 固定 化 酶 (细胞 ) 的 活力 


与 溶液 酶 相 比 ,大 多 数 固定 化 酶 活力 下 降 。 酶 经 固定 化 后 活力 下 降 的 主要 原 
HA: @ 酶 和 载体 结合 时 ,活性 中 心 的 氢 基 酸 残 基 也 或 多 或 少 地 参与 了 结合 ,使 得 
酶 的 结构 发 生 部 分 变化 , 酶 活力 有 一 部 分 丧失 ; 加 载体 与 酶 结合 后 , 酶 虽 不 失 活 
力 , 但 由 于 酶 与 底 物 间 的 相互 作用 受到 空间 位 阻 的 限制 ,影响 底 物 和 酶 接触 , 酶 的 
活性 得 不 到 全 部 表达 。 要 减少 固定 化 酶 活力 的 损失 ,固定 化 条 件 要 温和 。 另 外 ,在 
固定 化 反应 体系 中 加 入 抑制 剂 、 底 物 或 产物 可 保护 酶 的 活性 中 心 ,例如 用 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 包 埋 天 冬 氨 酸 酶 时 ,在 其 底 物 ( 延 胡 索 酸 铵 ) 或 其 产物 (L- 天 冬 氨 酸 ) 存 在 下 ， 
可 获得 高 活力 的 固定 化 天 冬 氨 酸 酶 。 

细胞 固定 化 后 ,由 于 细胞 内 的 酶 受 细胞 膜 、. 壁 的 保护 ,一般 酶 活力 不 下 降 。 

(1) 固定 化 酶 (细胞 ) 活 力 的 测定 

固定 化 酶 (细胞 ) 的 活力 即 是 固定 化 酶 (细胞 ) 在 特定 条 件 下 催化 某 一 特定 反应 
的 能 力 。 固 定 化 酶 (细胞 ) 活 力 的 测定 基本 上 与 溶液 酶 相似 ,也 以 反应 初速 度 表 示 ， 
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即 1mg 干 重 固定 化 酶 (细胞 )1 min 转化 1 pmol 底 物 量 或 形成 1 pmol 产物 的 酶 量 
为 一 个 单位 , 即 pmol /Cmg + min) ,对 于 酶 管 酶 膜 、 酶 板 等 , 则 以 单位 面积 (cm?) 
的 初速 度 来 表示 , 即 pmol / Gm? * min). 

(2) 活力 回收 率 和 相对 活力 

活力 回收 率 是 指 固定 化 酶 活力 占 溶液 中 总 酶 活力 的 百分率 , 即 


> oyy — 固定 化 酶 活力 P 
JI EIC CO — gear p ss gia 7p 710074 (8-1) 
相对 活力 是 指 固定 化 酶 活力 与 同 蛋白 量 的 溶液 酶 活力 的 比值 , 即 
P 固定 化 酶 活力 P 
相对 活力 (%) AEREN D RAE X 00 (8-2) 


8.2.2 固定 化 酶 (细胞 ) 的 稳定 性 


稳定 性 关系 到 固定 化 酶 (细胞 ) 能 否 在 实际 中 应 用 。 在 多 数 情况 下 , 酶 或 细胞 
被 固定 化 后 ,一 方面 ,由 于 载体 的 存在 , 酶 分 子 的 结构 被 约束 ,防止 了 酶 分 子 的 变 
形 ; 另 一 方面 ,载体 的 存在 使 其 对 外 部 恶劣 环境 的 敏感 性 下 降 ,稳定 性 有 所 增加 ,而 
且 有 时 稳定 性 增加 的 幅度 比较 大 。 固 定 化 酶 的 稳定 性 增加 主要 表现 在 热 稳定 性 的 
提高 ,其 次 还 表现 在 pH 稳定 性 、 对 和 蛋白酶 的 稳定 性 ,操作 稳 定性 和 贮藏 稳定 性 等 
方面 。 

(1) 固定 化 酶 的 热 稳定 性 

热 稳定 性 对 工业 应 用 是 很 重要 的 ,与 溶液 酶 相 比 , 大 多 数 酶 在 固定 化 后 ,一般 
有 较 高 的 热 稳定 性 。 如 氨基 酸化 酶 ,溶液 酶 在 75C 保 温 15 min. 活力 为 0; 用 
DEAE-Sephadex 将 其 固定 化 后 ,在 同样 条 件 下 仍 有 802418 71: Hl DEAE- 纤 维 素 将 
其 固定 化 后 ,在 同样 条 件 下 有 60261871. HI CM- 纤 维 素 固定 的 胰 蛋 白 酶 和 糜 蛋 白 
酶 的 最 适 温度 比 溶液 酶 高 5 一 15C 。 叶 鹏 等 以 拟 双 层 生物 膜 作 为 固定 化 酶 的 载 
体 ,在 1- 乙 基 -3-( 二 甲 氨基 丙胺 ) 碳 二 亚 胺 盐酸 化 物 (EDC) 和 N- 羟 基 琥珀 酰 亚 胺 
(CNHS) 存 在 下 ,将 壳 聚 糖 结合 到 多 聚 纤维 薄膜 表面 ,再 用 戊 二 醛 将 脂肪 酶 固定 在 
双 层 生物 膜 上 。 固 定 化 后 的 脂肪 酶 pH 和 温度 稳定 性 都 有 所 增加 , 且 经 10 次 使 用 
后 ,固定 化 酶 的 活力 残留 53% .5 

但 个 别 酶 的 耐 热 性 反而 下 降 , 例 如 ,由 DEAE- 纤 维 素 离子 结合 的 固定 化 转化 
酶 ,在 40C 加热 30 min, 其 活力 只 剩余 4%, 而 游离 酶 在 同一 条 件 下 其 活力 仍 
为 100%。 

(2) 对 蛋白 酶 的 稳定 性 

大 多 数 游 离 酶 经 过 固定 化 后 对 和 蛋白酶 的 抵抗 能 力 有 所 提高 ,这 可 能 因为 蛋白 
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酶 是 大 分 子 , 受 到 空间 位 阻 ,不 能 进入 固定 化 酶 中 。 例 如 ,游离 的 氨基 酰 化 酶 在 胰 
蛋白 酶 作用 下 活力 仅 存 20% ,在 同样 条 件 下 ,将 其 固定 于 DEAE- 纤 维 素 上 仍 有 
8025118 7] o 

(3) 操作 稳定 性 

固定 化 酶 操作 稳定 性 是 影响 实际 应 用 的 关键 因素 。 操 作 稳定 性 通常 用 半衰期 
(112) 来 表示 ,是 指 固定 化 酶 活力 下 降 为 原 有 酶 活力 一 半 所 经 历 的 连续 操作 时 间 。 
半衰期 可 用 式 (8-3) 计 算 : 
— _ 0.693 

2.303. Ep 
D, E 


(8-3) 


lys 


式 中 : Eo 一 一 起 始 酶 活力 ; 
E 一 一 时 间 t 后 残留 酶 活力 。 
(4) 贮藏 稳定 性 
大 多 数 酶 经 固定 化 后 提高 了 贮藏 的 稳定 性 ,如 用 琼脂 固定 化 木瓜 蛋白 酶 ,在 
4C 下 ,120 天 酶 活力 无 变化 。 


8.2.3 固定 化 酶 的 催化 特性 


固定 化 酶 的 催化 特性 ,例如 , 底 物 专 一 性 、 酶 反应 的 pH 值 、 酶 反应 的 温度 、 动 
力学 常数 .最 大 反应 速率 、 稳 定性 等 均 可 能 与 游离 酶 有 所 不 同 。 

(1) 底 物 专 一 性 

当 一 种 酶 用 水 不 溶性 载体 固定 化 后 ,由 于 位 阻 效应 , 酶 对 高 分 子 量 底 物 的 活性 
会 明显 下 降 , 例 如 ,糖化 酶 用 CM- 纤 维 素 释 氮 衍 生物 固定 化 时 ,对 相对 分 子 质 量 
8000 的 直 链 淀粉 (amylose) 的 活性 为 游离 酶 的 77% ,而 对 相对 分 子 质量 500000 的 
直 链 淀粉 的 活性 只 有 15% 一 17%。 也 就 是 说 , 当 底 物 为 大 分 子 时 , 酶 或 细胞 对 底 
物 专 一 性 下 降 ; 当 底 物 为 小 分 子 时 , 酶 或 细胞 对 底 物 专 一 性 变化 不 大 。 

(2) 反应 的 最 适 pH 值 

酶 固定 化 后 其 反应 最 适 pH 和 pH 曲线 的 变化 受 酶 蛋白 (细胞 ) 和 (或 ) 水 不 溶 
性 载体 的 电荷 影响 。 固 定 化 后 ,其 最 适 pH 有 的 变化 ,有 的 不 变化 ;有 的 变 大 ,有 的 
变 小 。 用 DEAE- 纤 维 素 或 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 离 子 结合 法 的 固定 化 氨基 酰 化 酶 的 
最 适 pH 与 游离 酶 相 比较 ,pH 向 酸性 方向 偏 移 0. 5 个 单位 ,而 用 CM- 纤 维 素 共 价 
结合 的 胰 和 蛋白 酶 及 糜 蛋 白 酶 的 最 适 pH 较 游离 酶 向 碱 性 方向 偏 移 0. 5 一 1. 0 个 单位 。 

(3) 反应 的 最 适 温度 

固定 化 酶 反应 的 最 适 温度 大 多 较 游离 酶 的 为 高 ,例如 ,用 CM- 纤 维 素 又 毛 衍 
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生物 固定 化 的 胰 和 蛋白 酶 和 糜 蛋 白 酶 的 最 适 温度 比 游离 酶 高 5 一 15YC 。 汤 亚 杰 等 以 
交 联 法 用 壳 聚 糖 固定 胰 和 蛋白酶 的 最 适 温度 比 固定 化 前 提高 了 30%C .5 

OD 米 氏 常数 (Ko) 

米 氏 常数 Ku 反映 了 酶 与 底 物 的 亲和力 。 固 定 化 酶 的 表 观 米 氏 常数 PE 
游离 酶 的 K。 相 比 有 些 不 变 , 有 些 变 化 很 大 ,原因 可 能 是 由 于 载体 和 底 物 间 的 静电 
作用 ,以 及 扩散 效应 的 缘故 。 如 果 固 定 化 酶 微 环境 的 底 物 浓度 比 外 部 液 相 主体 溶 
液 浓度 高 ,Kcwwo 下降; 相反 ,如 用 包 埋 法 的 固定 化 酶 ,其 Kwwo 值 可 较 游离 酶 多 两 
个 数量 级 ,这 是 由 于 凝 胶 中 的 扩散 效应 使 底 物 浓度 减少 ,导致 内 部 底 物 浓度 低 于 外 
部 区 域 的 浓度 ,Kasco 上升。 对 于 固定 化 细胞 ,其 影响 类 似 。 

(5) 最 大 反应 速率 

固定 化 酶 的 最 大 反应 速度 (V, ) 与 游离 酶 大 多 数 是 相同 的 ,例如 ,氨基 酰 化 酶 
就 是 如 此 。 但 最 大 反应 速率 也 会 因 固定 化 方法 不 同 而 有 差异 ,例如 ,用 多 和 孔 玻璃 重 
氮 化 结合 所 得 的 固定 化 转化 酶 的 we 与 游离 酶 相同 ,而 用 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 包 埋 的 
转化 酶 的 Vs 则 比 游离 酶 少 1/10。 


8.3 固定 化 酶 (细胞 ) 的 应 用 


8.3.1 工 -氨基 酸 的 生产 


L- 氨 基 酸 在 食品 .医药 .工业 和 农业 等 方面 的 应 用 越 来 越 广泛 ,可 以 用 于 制造 
调味 剂 、 食 品 和 饲料 营养 强化 剂 . 甜 味 剂 .注射 液 , 抗 菌 素 、 抗 放射 性 药物 、 人 造 皮 
Wk 洗涤 剂 ` 农 药 等 。 因 此 ,近年 来 对 L- 氨 基 酸 的 需要 量 不 断 增加 。 目 前 ,化 学 合 
成 法 是 生产 氨基 酸 的 主要 方法 之 一 ,这 种 方法 生产 氨基 酸 的 成 本 低 , 但 化 学 合成 法 
生产 出 来 的 氨基 酸 是 DL 外 消 旋 体 ,不 具有 旋光 活性 ,为 了 从 化 学 合成 的 DL- 
酸 中 获得 L- 氨 基 酸 ,必须 进行 光学 拆 分 。 

DL- 氨 基 酸 光学 拆 分 的 方法 通常 有 物理 化 学 法 、 化 学 法 、 酶 法 和 生物 学 方法 ， 
其 中 ,利用 氨基 酰 化 酶 的 酶 学 方法 ,是 制备 L- 氨 基 酸 最 好 的 方法 。 在 1969 年 以 
前 ,工业 上 一 直 采 用 水 溶性 氨基 酰 化 酶 进行 分 批 操作 生产 氨基 酸 。 这 种 方法 存在 
一 些 缺点 ,例如 ,为 了 从 酶 反应 混合 物 中 分 离 -氨基酸 ,必须 通过 改变 pH 或 加 热 
处 理 来 除去 酶 蛋白 ,还 需要 复杂 的 提纯 方法 除去 杂 和 蛋白 和 有 色 物 质 ,因而 ,引起 
I- 氨 基 酸 得 率 的 降低 。 此 外 ,分 批 操作 花费 更 多 的 劳动 力 。 而 采用 固定 化 氨基 栈 
化 酶 的 酶 柱 ,进行 DL- 氨 基 酸 的 连续 拆 分 ,克服 了 上 述 缺 点 。1969 年 日 本 田 边 制 
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药 株 式 会 社 将 从 米 曲 霉 中 提取 分 离 得 到 的 氨基 栈 化 酶 ,以 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 为 载 
体 ,通过 离子 结合 法 制 成 固定 化 酶 ,成 功 地 由 乙酰 化 -DL- 氨 基 酸 连续 生产 L-A AE 
酸 , 生 产 成 本 仅 为 用 游离 酶 生产 成 本 的 60%。 这 是 世界 上 固定 化 酶 在 工业 生产 上 
的 第 一 个 应 用 实例 。 

DL- 氨 基 酸 的 酶 法 光学 拆 分 是 先 将 合成 法 制 得 的 DL- 氨 基 酸 的 N- 酰 化 衍生 物 
用 氨基 酰 化 酶 进行 不 对 称 水 解 ,然后 再 利用 生成 的 L- 氨 基 酸 与 N- 酰 化 -D- 氨 基 酸 
的 溶解 度 之 差 将 二 者 分 离开 来 。 酰 化 -D- 氨 基 酸 再 外 消 旋 化 ,生成 酰 化 -DL- 氨 基 
酸 , 重 新 用 于 拆 分 。 其 反应 方程 如 下 : 


DL-R—CHCOOH + H,0 SM T-R_CHCOOH+D-R_CHCOOH 
| | | 
NHCOR NH3 NHCOR 
Hkk- DL- AER L- 氨基 酸 WE D -氨基 酸 
| 外 消 旋 化 | 
1. 固定 化 氨基 酰 化 酶 的 制备 


制备 固定 化 氨基 酰 化 酶 的 方法 很 多 ,各 种 方法 制 得 的 固定 化 酶 的 活力 也 不 相 
同 。 以 下 简要 介绍 几 种 制备 方法 。 

CD 物理 吸附 法 。 人 们 曾经 利用 物理 吸附 法 ,以 活性 炭 、 氧 化 铝 ( 酸 性 、 中 性 和 
碱 性 ) 和 硅胶 作为 不 溶 于 水 的 惰性 载体 ,制备 固定 化 氨基 酰 化 酶 。 结 果 发 现 ,只 有 
用 酸性 和 中 性 氧化 铝 作为 载体 时 可 制 得 固定 化 酶 ,但 活力 相对 较 低 。 

(2) 离子 吸附 法 。 利 用 氨基 酰 化 酶 分 子 中 带电 基 团 与 离子 交换 剂 衍 生物 中 的 
离子 交换 基 团 的 静电 吸引 作用 ,可 以 制备 固定 化 氨基 酰 化 酶 。DEAE- 纤 维 素 和 
DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 可 以 作为 适宜 的 载体 , 制 得 的 固定 化 酶 的 活力 和 回收 率 都 很 
高 。 而 弱 碱 性 离子 交换 树脂 和 阳离子 葡 聚 糖 凝 胶 却 不 能 得 到 满意 的 结果 。 

(3) 共 价 键 结合 法 。 利 用 氨基 酰 化 酶 与 各 种 不 深 于 水 的 载体 之 间 形 成 共 价 
键 , 也 可 以 制备 固定 化 氨基 栈 化 酶 。 在 各 种 载体 中 ,利用 重 氢化 丙烯 酰胺 氨基 多 和 孔 
玻璃 制备 的 固定 化 酶 的 活力 最 高 ,可 是 不 稳定 。 但 是 ,卤化 乙酰 基 纤 维 素 制 得 的 固 
定 化 氨基 酰 化 酶 ,活力 和 回收 率 较 高 。 

(D 交 联 法 。 用 成 二 醛 . 甲 茶 二 异 氰 酸 盐 等 双 功 能 团 试剂 ,采用 交 联 法 制备 固 
定 化 氨基 酰 化 酶 ,其 酶 活力 和 回收 率 不 大 相同 ,用 戊 二 醛 制备 的 固定 化 酶 的 活力 和 
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回收 率 更 高 一 些 。 
(5) 包 埋 法 。 凝 胶 包 埋 法 和 微 胶囊 法 都 能 制备 出 活力 和 回收 率 高 的 固定 化 氨 
基 栈 化 酶 。 其 中 包 埋 在 聚 丙烯 酰胺 凝 腕 格子 中 的 固定 化 酶 活力 更 高 。 


2. 固定 化 氨基 酸化 酶 的 性 质 


在 各 种 固定 化 氨基 酰 化 酶 中 ,以 离子 键 吸附 到 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 上 的 固定 化 
酶 ,以 共 价 键 结合 到 砚 乙 酰 纤维 素 上 的 固定 化 酶 和 包 埋 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 固 
定 化 酶 ,它们 的 活力 和 稳定 性 都 较 高 。 为 了 选择 供 工业 用 的 最 适宜 的 固定 化 酶 ,可 
以 将 上 述 三 种 固定 化 氨基 栈 化 酶 的 性 质 与 天 然 氨基 酸化 酶 作 比 较 , 见 表 8-2。 
表 8-2 各 种 固定 化 氨基 酰 化 酶 的 性 质 59 
ARE 固定 化 氨基 酰 化 酶 
性 质 酰 化 本 以 离子 键 吸附 于 | 以 共 价 键 结合 于 | 聚 丙烯 酰胺 凝 

DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 | 碘 乙 酰 纤维 素 Ram 

最 适 pH 7.5 一 8.0 7.0 7.5 一 8.0 7.0 
最 适 温度 /人 60 72 55 65 
KRK Ks/ (mol/L) 5.7 8.7 6.7 5.2 


最 大 反应 速率 Vwx/ 
(mol/h) 


1.52 3.33 4.65 2.33 


热 稳定 性 |60C ,lomin| 62.5 100 77.5 78.5 
〈 相 对 酶 

活力 ) |7oC ,10min| 12.5 87.5 62.5 34.5 

操作 稳定 性 — 高 = 中 等 


用 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 制 备 的 固定 化 氨基 酰 化 酶 ,水 解 乙酰 化 -DL- 和 蛋氨酸 的 最 
i pH ,与 天 然 酶 相 比 , 向 酸性 方向 偏 移 了 约 0.5 一 2. 0 个 单位 。 最 适 pH 的 这 种 偏 
移 ,可 能 是 由 于 带 正 电 的 载体 (如 DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 ) 和 周转 的 水 溶液 介质 之 间 氨 
离子 的 重新 分 布 引 起 的 。 包 埋 在 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 的 固定 化 氨基 酰 化 酶 的 最 适 
pH 也 有 类 似 变化 ,其 原因 尚 不 清楚 。 

固定 化 酶 的 最 适 温度 与 天 然 酶 相 比 也 有 很 大 差异 。DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 固 定 
化 氨基 酰 化 酶 最 适 温度 最 高 ,达到 72'C 。 固 定 化 氨基 酸化 酶 与 天 然 氮 基 栈 化 酶 相 
比 ,在 底 物 专 一 性 、 光 学 专 一 性 和 动力 学 常数 等 方面 ,没有 显著 的 差别 。 

热 稳定 性 是 影响 固定 化 酶 在 工业 上 应 用 的 一 个 重要 因素 。 在 30 一 8OC 下 ,将 
天 然 氨基 酰 化 酶 和 固定 化 氨基 酰 化 酶 加 热 10 min, 测 定 温度 对 酶 稳定 性 的 影响 。 
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结果 发 现 ,DEAE- 葡 聚 糖 凝 胶 - 氨 基 栈 化 酶 的 稳定 性 最 高 。 总 的 说 来 ,在 上 述 三 种 
固定 化 氨基 酰 化 酶 中 , 聚 丙烯 酰 胺 包 埋 的 氨基 酰 化 酶 的 性 质 与 天 然 氨 基 酰 化 酶 最 
为 接近 。 

3. 工业 生产 用 固定 化 氨基 酸化 酶 的 选择 


一 般 来 说 ,适合 于 工业 生产 用 的 固定 化 氨基 酰 化 酶 ,必须 满足 下 列 两 个 因素 : 
中 固定 化 酶 操作 的 稳定 性 好 ; @ 在 长 时 间 操 作 后 ,固定 化 酶 柱 的 青 生 能 力 强 。 从 
各 种 因素 综合 考虑 ,DEAE- 葡 肾 糖 凝 胶 -氨基 酰 化 酶 较 适合 于 L- 氨 基 酸 工业 生产 。 


8.3.2 果 葡 糖浆 的 生产 


蔗糖 在 生产 .生活 中 有 着 广泛 的 应 用 ,为 补充 蔗糖 来 源 的 不 足 , 人 们 利用 微 生 
物 酶 将 淀粉 水 解 获得 葡萄 糖 , 但 葡萄 糖 的 甜 度 不 及 蔗糖 ,利用 葡萄 糖 异 构 酶 把 葡萄 
糖 异 构成 果糖 , 则 可 解决 这 一 问题 。 葡 萄 糖 异 构 化 反应 平衡 时 ,可 将 40% ~ 50% 
的 葡萄 糖 转 化 为 果糖 。 人 们 将 这 种 葡萄 糖 与 果糖 混合 的 糖浆 称 为 果 葡 糖浆 或 高 果 
糖浆 。1966 年 日 本 Sanmatsu Kogyo 公司 以 年 产 2000 t 的 规模 最 先 利 用 微生物 菌 
体 生产 果 葡 糖浆 ;1969 年 日 本 又 采用 菌 体 热 固定 法 制 成 固定 化 细胞 ,实现 连续 生 
产 。1967 年 美国 的 Clinton 玉米 加 工 公司 采用 了 Takasaki 的 专利 技术 ,大 规模 生 
产 果 葡 糖浆 ,此 后 ,又 迅速 发 展 起 利用 固定 化 酶 大 规模 连续 生产 的 方法 ,使 美国 成 为 
世界 上 果 葡 糖浆 产量 最 大 的 国家 。1974 年 芬兰 等 欧洲 国家 相继 开始 生产 果 葡 糖浆 。 

将 培养 好 的 含 葡萄 糖 异 构 酶 的 放 线 菌 细胞 在 60 — 65 "C HAE FE 15 min ,该 酶 就 
固定 在 菌 体 上 , 制 成 固定 化 酶 。 经 加 热 固 定 的 菌 体 , 细 胞 内 可 以 保留 80% ~ 90% 
的 酶 活力 。 该 法 操作 简单 .成 本 低 ,于 1973 年 应 用 于 工业 化 生产 。 在 工业 生产 中 
可 以 直接 将 发 酵 液 加 热 , 杀 死 菌 体 ,将 酶 固定 在 细胞 内 。 美 国 的 Clinton 玉米 加 工 
公司 将 链 霉 菌 的 菌 丝 体 球 在 60 一 80C 下 加 热 2 一 10 min, 使 葡萄 糖 异 构 酶 固定 在 
菌 丝 体 球 内 ,而 不 会 释放 出 来 。 然 后 ,将 加 热处理 过 的 菌 丝 体 球 ,在 加 压 过 滤器 的 
薄片 上 收集 起 来 。 这 种 过 滤器 就 可 以 用 作 异 构 化 的 反应 器 ,进行 葡萄 糖 的 异 构 化 
反应 。 此 外 ,葡萄 糖 异 构 酶 的 固定 化 还 可 以 用 吸附 法 .载体 结合 法 、 凝 胶 包 埋 法 、 交 
联 法 或 双重 固定 化 等 方法 。 


8.3.3 酶 传感器 


酶 传感器 是 以 固定 化 酶 作为 感受 器 ,以 基础 电极 作为 能 量 转 换 器 的 生物 传 感 
器 ,是 生物 传感器 的 一 种 。 它 将 酶 的 专 一 性 ,灵敏 性 与 电学 测量 的 简便 ,迅速 的 特 
点 结合 起 来 ,已 广泛 用 于 临床 诊断 .工业 发 酵 过 程控 制 和 环境 监测 等 领域 。 酶 传 感 


第 8 章 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 原理 与 技术 217 


器 中 人 们 研究 和 应 用 最 为 广泛 的 是 酶 电极 。1962 年 ,由 Clark 和 Lyons 提出 酶 电 
极 模 型 ,1967 年 ,Updike 和 Hicks 首先 制造 出 酶 电极 
并 将 其 应 用 于 葡萄 糖 定量 分 析 , 结 构 如 图 8-2 所 示 。 
将 葡萄 糖 氧 化 酶 包 埋 于 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 内 , 制 成 25 一 
50 pm 厚 的 酶 膜 ,再 与 氧 电极 及 氧 容易 通过 的 聚 四 氟 
乙烯 等 高 分 子 薄膜 结合 ,组 成 葡萄 糖 氧化 酶 电极 。 当 
酶 电极 和 含有 葡萄 糖 的 样品 溶液 接触 时 ,葡萄 糖 氧 化 
酶 催化 葡萄 糖 与 氧 反 应 ,生成 葡萄 糖 酸 和 H:O, ,由 于 
酶 反应 中 消耗 氧 ,造成 电极 表面 氧 扩散 电流 的 降低 ， 
由 电极 电流 的 变化 可 得 知 样品 中 葡萄 糖 的 浓度 。 
2005 年 ,Liu 等 设计 了 一 种 对 有 机 磷酸 盐 杀 虫 剂 


(G AER (HR) 
mum 铂 电极 (阴极 ) 
酶 膜 


和 神经 毒剂 高 敏感 性 的 注射 型 安培 计生 物 传感器 。 一 一 一 聚 四 氟 乙 炳 薄膜 
他 们 将 乙酰 胆 碱 酯 酶 (AChE) 自 组 装 到 碳 纳米 管 。 moo 葡萄 糖 氧化 酶 
(CCNT) 一 一 改良 的 玻璃 状 碳 (GC) 电 极 表面 ,再 在 惰 电极 示意 图 


性 的 带 负 电荷 CNT 表面 通过 阳离子 多 聚 氢化 二 烯 丙 

基 二 甲 基 胺 (PDDA) 及 AChE 的 层 层 组 装 实现 AChE 的 固定 。 在 CNT 表面 组 装 
形成 的 独特 的 “三 明治 ”型 夹层 结构 (PDDA/AChE/PDDA) (图 8-3), 为 维持 
AChE 的 生物 活性 提供 了 有 利 的 微 环境 保证 。 应 用 该 生物 传感器 监测 磷酸 二 乙 硝 
AB ,在 最 佳 条 件 下 ,可 以 测定 抑制 时 间 为 6 min 的 磷酸 二 乙 硝 葵 酯 ,其 检 出 量 可 
达 0. 4 pmol/L 以 下 ,在 一 周 时 间 内 ,可 反复 测量 20 次 以 上 .05 


m 
REULA KLH 
HARMA 两 基 二 甲 基 氨 


图 8-3 AChE 在 碳 纳米 管 表面 进行 “三 明治 ?型 夹层 结构 自 组 装 的 示意 图 


8.3.4 生产 乙醇 和 啤酒 


1. 生产 乙醇 
乙醇 发 酵 需要 大 型 发 酵 饶 ,不 但 设备 繁杂 ,操作 困难 ,而 且 需 要 耗费 一 部 分 糖 以 


218 生化 工程 


供 酵母 生长 之 用 。 应 用 固定 化 细胞 进行 连续 发 酵 , 乙 醇 发 酵 时 间 巾 传统 方法 的 36 h 
缩短 至 3 h 以 下 ,乙醇 生产 能 力 为 20 一 50 g/ CL * b) ,而 传统 方法 仅 为 2 g/(L h). 

千 烟 一 郎 等 将 酵母 (sacchnaromyces carlsbergensis ) 固 定 于 K- 角 叉 菜 胶 , 利 用 
这 种 固定 化 增殖 酵母 可 稳定 .连续 生产 一 年 以 上 ,并且 生 产 速 率 比 以 前 的 发 酵 法 快 
10 多 们 "3 另外 ,关于 固定 化 细菌 生产 乙醇 的 研究 也 颇 为 活跃 。 据 Arcuri 等 报 
道 , 将 运动 发 酵 单 胞 菌 ATCC10988 用 玻璃 纤维 吸附 ,使 用 由 葡萄 糖 及 酵母 膏 配 成 
的 培养 基 , 连 续 发 酵 28 天 ,乙醇 生产 能 力 152 g/ CL * b (停留 时 间 为 10 一 15 min)? , 
这 要 比 固 定 化 酵母 的 乙醇 生产 能 力 大 得 多 。 王 健 、 圳 永 俊 以 326 B ig SEI 5 79 E 
定 化 载体 ,固定 酵母 细胞 , 初 糖 浓 度 15 26 ,采用 十 二 烷 醇 为 蔡 取 剂 ,发 酵 时 间 35 h, 
酒精 浓度 达到 11. 5% (体积 分 数 ) , 残 糖 浓 度 检测 不 出 .09 


2. 生产 啤酒 


国外 用 固定 化 酵母 生产 啤酒 实验 始 于 1829 年 ,第 一 次 将 固定 化 细胞 用 于 工业 
酿造 发 酵 系 统 是 从 1970 年 开始 的 。White 等 人 报道 了 利用 海藻 酸 钙 凝 胶 包 埋 非 
絮凝 性 细胞 连续 生产 啤酒 的 方法 。Linko 等 人 将 酵母 细胞 固定 于 海藻 酸 钙 凝 胶 珠 
内 ,和 置 于 填充 柱 式 反 应 器 内 ,用 于 麦芽 汁 连续 发 酵 生产 啤酒 ,可 维持 几 个 月 ,其 麦芽 
汁 在 柱 式 反 应 器 内 的 停留 时 间 为 2 h, 啤 酒 的 乙醇 含量 可 达到 4.5% .3 上海 工业 
微生物 所 和 上 海 华 光 啤 酒 厂 20 世纪 80 年 代 做 了 很 多 研究 ,结果 表明 固定 化 酵母 
生产 啤酒 的 发 酵 时 间 在 48 h 以 内 ,后 置 发 酵 时 间 在 7 d 左右 , 均 比 传统 工艺 缩短 一 
半 时 间 ,该 固定 化 酵母 细胞 可 反复 使 用 30 d 以 上 , 酿 成 的 啤酒 经 装 瓶 ,杀菌 ,品尝 
和 分 析 , 口 味 正常 ,泡沫 性 良好 ,各 项 理化 指标 均 符合 标准 。 

李娜 、 李 树立 等 对 啤酒 酵母 细胞 的 固定 化 进行 了 研究 ,使 用 2% 的 海藻 酸 钠 与 
4% 的 氯 化 钙 反应 包 埋 酵母 细胞 ,测定 了 固定 化 酵母 生产 啤酒 过 程 中 双 乙酰 含量 的 
变化 及 发 醇 速 度 , 结 果 表 明 , 采 用 接种 温度 8—10'C , 主 发 酵 温度 13—15'C ,pH 4. 3， 
填充 量 0. 45 g/mL 进行 发 酵 生产 啤酒 ,发 醇 速度 快 , 双 乙 酰 含 量 低 , 可 酿 成 淡 夹 型 
风味 良好 的 啤酒 .9 


8.3.5 抗体 和 抗原 的 提纯 


固定 化 的 抗原 和 抗体 作为 专 一 性 的 免疫 吸附 剂 ,能 够 高 效率 地 分 离 ,提纯 抗体 
和 抗原 。 关 于 免疫 吸附 剂 的 制备 和 应 用 ,国内 外 报道 较 多 。 

Guatrecasas 等 人 将 胰岛 素 联 接 在 琼脂 糖 上 ,用 以 吸附 羊 抗 胰岛 素 的 抗体 , 然 
后 用 pH 2. 8 的 醋酸 或 6 mol/L 盐酸 肽 溶液 洗 脱 ,可 回收 80%% 的 抗体 .5 Tripatzis 
等 人 在 研究 脑 组 织 的 特异 性 抗原 时 ,由 于 尚未 能 制 出 免疫 纯 的 脑 抗 原 ,用 初步 提纯 
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的 糖 蛋 白 给 免 免 疫 , 可 以 产生 特异 性 抗体 以 及 微量 的 两 种 杂 抗体 .3 

固定 化 的 抗体 也 可 以 用 于 分 离 .提纯 抗原 。Tripatzis 等 人 用 乙 型 肝炎 抗 血清 
制 成 的 亲 合 层 析 柱 可 以 回收 稀释 成 500 mL 的 0. 1 mL 阳性 血清 中 的 乙 型 肝炎 抗 
原 ,适宜 于 检测 极 微量 的 乙 型 肝炎 抗原 ,mGrabow 等 人 用 猩 独 抗 乙 型 肝炎 抗 血清 
制 成 亲 合 层 析 柱 ,5 mL 的 亲 合 凝 胶 可 以 将 20 mL 的 阳性 血清 中 的 乙 型 肝炎 抗原 全 
部 吸附 。 用 5 mol/L 碘 化 钠 溶液 作为 解吸 剂 , 抗 原 收 得 率 为 83%, 而 且 没 有 杂 
蛋白 ,中 

张 先 扬 等 人 将 含有 甲 胎 蛋 白 的 材料 先 从 单 相 抗 甲 胎 和 蛋白 柱 流 过 ,吸附 在 柱 上 ， 
用 pH 2.4 甘氨酸 缓冲 液 洗 脱 下 来 ,再 用 混合 的 羊 和 人 免 抗 正常 人 血清 柱 将 其 中 的 
杂 和 蛋白 吸附 掉 , 即 可 制 得 纯 的 甲 胎 蛋 白 。 此 外 , 亦 有 报道 ,利用 免 抗 猪 脾 DNA. 酶 
了 [的 亲 合 层 析 柱 ,可 以 提纯 猪 牧 DNA Ri T] .OU 


8.4 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 动力 学 


8.4.1 均 相 酶 反应 动力 学 


要 讨论 固定 化 酶 催化 的 反应 动力 学 应 首先 对 酶 反应 的 基本 动力 学 关系 有 一 定 
的 掌握 。 均 相 酶 反应 动力 学 主要 研究 酶 催化 反应 的 速度 及 各 种 因素 (包括 酶 浓度 、 
底 物 浓度 产物 ,pH 值 ,温度 、 抑 制剂 和 激活 剂 等 ) 对 反应 速度 的 影响 ,并 尽 可 能 建 
立 可 靠 的 反应 速度 方程 式 ,作为 设计 合理 反应 器 和 确定 最 佳 反 应 操作 方式 的 依据 。 


1. 单 底 物 酶 促 反 应 动力 学 


(1) Michaelis-Menten 动力 学 方程 
为 了 建立 反应 动力 学 关系 ,一 般 先 要 了 解 反应 方式 与 反应 历程 。 对 于 酶 反应 
有 多 种 描写 其 作用 机 制 的 学 说 。 其 中 得 到 较 多 实验 支持 的 是 Henri 提出 的 中 间 复 
合 物 学 说 , 即 认 为 , 当 酶 催化 底 物 发 生 反 应 时 , 酶 分 子 (E) 首 先 与 底 物 分 子 (S) 结 合 
成 酶 - 底 物 中 间 复 合 物 (ES) ,然后 ,中 间 复 合 物 青 分 解 ,生成 产物 (P) ,并 释放 酶 分 
子 。 中 间 复 合 物 学 说 可 用 式 (8-4) 表 示 : 
be 


SE Es S ES p e P (8-4) 


式 中 : ky1、k-1,k+s 一 一 相应 各 步 的 反应 速率 常数 。 
这 也 是 Michaelis 和 Menten(1913 年 ) 推 导 酶 催化 反应 速率 方程 的 出 发 点 。 
根据 中 间 复 合 物 学 说 ,在 一 定 酶 浓度 的 溶液 中 , 当 底 物 浓度 较 低 时 ,只 有 一 部 分 酶 
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分 子 与 底 物 分 子 结合 成 ES 中 间 复 合 物 ,溶液 中 还 有 较 多 的 自由 酶 分 子 , 因 此 , 随 
着 底 物 浓度 的 增加 ,就 有 更 多 的 酶 分 子 与 底 物 分 子 结合 成 ES 中 间 复 合 物 。 中 间 
复合 物 浓度 增加 ,反应 速度 也 增加 ,因此 ,反应 速度 随 底 物 浓度 增加 而 增加 ,表现 为 
一 级 反应 ; 当 底 物 浓度 很 高 时 ,溶液 中 全 部 的 酶 分 子 都 与 底 物 分 子 结合 成 ES 中 间 
复合 物 了 ,由 于 溶液 中 没有 多 余 的 自由 酶 分 子 , 这 时 增加 底 物 浓度 ,也 不 可 能 再 有 
更 多 的 ES 中 间 复 合 物 的 生成 , 即 ES 保持 不 变 ,表现 为 零 级 反应 ,此 时 反应 速率 与 
底 物 浓度 无 关 , 达 到 最 大 反应 速率 (V,)。 在 这 种 条 件 下 ,只 有 增加 酶 浓度 才能 增 
加 ES 中 间 复 合 物 浓度 ,使 最 大 反应 速率 增加 (图 8-4) 。 
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图 8-4 酶 反应 速率 与 底 物 浓度 的 关系 


在 动力 学 模型 的 推导 中 Michaelis 和 Menten 的 假设 是 : 酶 与 底 物 之 间 反 应 达 
到 平衡 ,并 保持 始终 ;反应 限制 步骤 是 :ES 一 一 E 十 P; 与 底 物 浓度 S 相 比 , 酶 的 浓 
度 很 小 ,可 以 忽略 由 于 生成 中 间 复 合 物 ES 而 消耗 的 底 物 ;在 反应 过 程 中 , 酶 的 浓 
度 保持 恒定 ,只 能 以 游离 酶 E 和 (或 ) 复 合 物 ES 形式 存在 , 即 Eo 一 E 十 ES。 

因此 ,由 方程 式 (8-4) 可 得 酶 促 反 应 速率 V: 


V =k ES (8-5) 
得 快速 平衡 方程 : 
kn*E.S=k1.ES 
En (8-6) 
ES= ES 
因 酶 的 总 浓度 E, 为 
E, = E+ES (8-7) 
将 方程 (8-6) 代 入 式 (8-7) 整 理 后 再 代入 式 (8-5) 得 
w= ES (8-8 


可 见 ,反应 速率 V 是 酶 浓度 E 和 底 物 浓度 S 的 函数 。 因 kinka HER S 
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Ks— ka/Ra s Ks J3 Py CS ME &+yEo 就 是 反应 的 最 大 速率 Vs, 则 方程 (8-8) 可 
整理 为 
ES] 
Ks +S 
(2) Briggs 和 Haladane 对 米 氏 方程 的 修正 
实践 证 明 Michaelis 和 Menten 的 假设 仅 适 用 于 少数 反应 体系 。1925 年 ， 
Briggs 和 Haladane 提出 “ 拟 稳 态 ”处 理 法 ,对 Michaelis 和 Menten 方程 的 推导 作 
了 重要 的 修正 ,提出 了 一 个 对 酶 催化 反应 更 有 普遍 性 的 速度 方程 
Von 


V= (8-9) 


V - mS (8-10) 
式 (8-10) 称 为 米 氏 方程 , 式 中 Vu。 为 最 大 反应 速率 ,Ku。 称 为 米 氏 常数 ,定义 为 
K,— EE (8-1D 


RA H k-k, Ka F HRE Kso 
M SK n ESSE Hf, V =V max C 82852] JI E N s 
4 SKK, 时 , 酶 几乎 全 部 以 E 的 形式 存在 ,V 与 S 成 正比 ,此 时 


V = (Vas/Ka)S (8-12) 
为 一 级 动力 学 反应 。 
当 V 一 了 Vs 时 ,上 述 米 氏 方程 中 Ks 一 S, 所 以 K。 等 于 V 为 Vo 一 半 时 的 底 
物 浓度 。 


Ku。 值 受到 底 物 种 类 温度. pH、 离子 强度 .激活 剂 以 及 抑制 剂 等 的 影响 。 在 上 

述 各 种 因素 保持 不 变 时 ,对 某 种 酶 来 说 ,K。 值 是 一 个 常数 。 但 是 ,对 不 同 的 酶 ,其 
Ku。 值 是 不 同 的 ,因此 ,K。 值 是 酶 对 特定 底 物 的 特征 常数 ,可 以 用 来 鉴定 酶 。 

将 米 氏 方程 (8-10) 取 倒数 ,用 图 解法 可 以 方便 地 求 出 方程 中 的 两 个 重要 常 

AOV max Al K。。 此 法 称 为 Lineweaver-Burk 作 图 法 ,又 称 双 倒 数 作 图 法 (图 8-5)。 

1 Ka l 1 


(8-13) 


V^ V 5 Voas 

S 值 较 大 或 较 小 时 , 带 来 的 误差 较 大 ,影响 Ks。 和 Vs 的 精确 度 。 为 得 到 较 准 
确 的 结果 ,将 1/S 配 成 等 差 级 数 , 使 其 距离 比较 平均 ,再 进行 回归 分 析 , 可 以 得 到 
较 准确 的 结果 。 


2. 影响 酶 促 反 应 的 因素 


酶 的 催化 作用 除了 决定 于 酶 本 身 的 结构 与 性 质 外 ,外 界 条 件 也 有 重要 的 影响 。 
这 些 影响 因素 主要 有 以 下 几 方 面 : 
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(1) 温度 对 酶 促 反 应 的 影响 

温度 的 影响 包括 两 方面 :一 方面 随 着 反应 温度 的 升 高 ,与 一 般 化 学 反应 一 样 ， 
反应 速度 加 快 , 当 温度 升 高 到 一 定 值 时 ,反应 速度 达到 最 大 ; 另 一 方面 ,再 继续 升 高 
温度 , 酶 蛋白 逐步 变性 失 活 , 反 应 速度 随 之 下 降 。 速 度 达 最 大 值 时 的 温度 称 为 “最 
适 温度 ”图 8-6) 。 酶 反应 的 最 适 温度 就 是 这 两 种 过 程 平衡 的 结果 ,在 低 于 最 适 温 
度 时 ,前 一 种 效应 为 主 , 在 高 于 最 适 温度 时 , 则 后 一 效应 为 主 。 


1 


图 8-5 Lineweaver-Burk 作 图 法 ( 双 倒 数 作 图 法 ) 


0 30 40 30 60 70 
WE C 
图 8-6” 酶 反应 最 适 温度 示意 图 


每 一 种 酶 ,在 一 定 的 反应 条 件 下 都 有 它 的 最 适 温度 。 一 般 , 动 物 细胞 内 的 酶 ， 
最 适 温度 一 般 在 37 一 50Y 的 范围 内 ;植物 细胞 内 的 酶 ,最 适 温度 较 高 ,通常 在 45 一 
60°C ;微生物 体内 的 酶 ,最 适 温度 差异 较 大 ,如 细菌 淀粉 酶 在 93C 下 活力 最 高 ,又 
如 牛 胰 核 糖 核酸 酶 加 热 到 100Y 仍 不 失 活 。 

最 适宜 温度 不 是 酶 的 特征 物理 常数 , 它 往 往 受 到 酶 的 纯度 、 底 物 、 激 活 剂 .抑制 
剂 等 因素 的 影响 。 因 此 ,对 某 一 酶 而 言 ,必须 说 明 是 什么 条 件 下 的 最 适 温度 。 

(2) pH 值 对 酶 促 反应 的 影响 

在 一 系列 不 同 的 pH 值 下 ,保持 其 他 条 件 不 变 测定 酶 促 反 应 速度 ,一 般 可 得 到 
如 图 8-7 所 示 的 相对 速度 -pH 关系 曲线 ,为 一 条 经 典 的 钟 形 曲线 。 巾 图 可 见 ,在 一 
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定 的 pH 范围 内 , 酶 促 反 应 速度 达到 最 大 ,此 时 的 pH 称 为 酶 的 最 适 pH. f FRE 
在 一 定 的 反应 条 件 下 ,都 各 有 特定 的 最 适 pH。 大 多 数 酶 的 最 适 pH 在 5 一 8 ,一般 
植物 和 微生物 酶 的 最 适 pH 在 4. 5 一 6. 5, 动 物体 内 酶 的 最 适 pH 在 6.5 一 8, 但 也 
有 例外 ,如 明和 蛋白 酶 最 适 pH 为 1.5, 肝 中 精 氨 酸 酶 的 最 适 pH 9.7。 酶 的 最 适 pH 
受到 底 物 的 种 类 与 浓度 、 酶 制剂 的 纯度 、 反 应 时 间 与 温度 、 缓 冲 液 的 种 类 与 浓度 等 
因素 的 影响 。 因 此 ,表示 某 种 酶 的 最 适 pH 时 应 说 明 反 应 条 件 。 


相对 速度 


0 6 8 10 
图 8-7 胃 和 蛋白 酶 和 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 的 pH 活性 曲线 


大 多 数 酶 的 活性 受 pH 影响 较 大 ,在 极端 的 情况 下 (强酸 或 强 碱 ) 会 导致 蛋白 
质 的 变性 , 即 蛋 白质 的 三 级 结构 受到 破坏 ,使 酶 不 可 道 地 失 活 。 在 一 般 情况 下 ,由 
于 和 蛋白质 的 两 性 特性 , 酶 在 任何 pH 中 都 可 能 同时 含有 带 正 或 负电 荷 的 基 团 ,这 种 
可 离子 化 的 基 团 常常 是 酶 活性 部 位 的 一 部 分 。 为 了 完成 催化 作用 , 酶 活性 部 位 中 
的 可 游离 基 必 须 时 常 拥 有 特定 的 电荷 。 也 就 是 说 ,具有 催化 活性 的 酶 只 能 以 一 种 
特定 的 离子 化 状态 存在 。 因 此 ,具有 催化 活性 的 酶 可 能 占有 总 酶 浓度 的 大 部 分 或 
小 部 分 ,其 值 将 依 pH 值 而 定 。 

(3) 激活 剂 与 抑制 剂 对 酶 促 反 应 的 影响 

激活 剂 与 抑制 剂 从 改变 酶 活性 的 原理 上 没有 质 的 区 别 。 几 能 提高 酶 的 活性 ， 
加 速 酶 促 反 应 进行 的 物质 都 称 为 激活 剂 或 活化 剂 。 如 Co 、Mg”* Mnt 等 金属 
离子 可 显著 增加 D- 葡 萄 糖 异 构 酶 的 活性 ;Cu” , Mn** A 三 种 金属 离子 对 黑 曲 
霉 酸性 蛋白 酶 有 协同 激活 作用 。 除 金属 离子 外 ,一 些小 分 子 有 机 化 合 物 ,如 半 胱 氨 
酸 、 还 原 态 谷 胱 甘 肽 、 握 化物 等 ,以 及 某 些 蛋白 质 大 分 子 也 可 作为 激活 剂 。 激 活 剂 
对 酶 的 激活 作用 有 两 种 类 型 ,一 种 是 使 无 活性 的 酶 变 成 有 活性 的 酶 , 另 一 种 是 使 低 
活性 的 酶 变 成 高 活性 的 酶 。 

凡 使 酶 活力 下 降 ,甚至 使 酶 完全 丧失 活性 的 物质 则 称 为 抑制 剂 。 抑 制剂 的 种 
类 很 多 ,包括 药物 抗菌素 毒物 、 抗 代谢 物 以 及 酶 促 反应 的 产物 等 。 酶 活性 抑制 有 
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不 可 逆 抑 制 和 可 逆 抑 制 两 种 。 不 可 逆 抑 制 通常 指 抑制 剂 与 酶 活性 中 心 的 必需 基 团 
结合 , 酶 分 子 中 一 个 或 多 个 功能 基 团 被 破坏 或 改变 。 例 如 ,有 机 磷 化 合 物 能 与 多 种 
酶 活性 中 心 的 丝氨酸 残 基 的 一 OH 结合 使 之 失去 活性 。 这 种 结合 不 能 借助 稀释 或 
透析 等 简单 方法 而 解除 ,所 以 是 不 可 逆 的 抑制 。 可 道 抑制 有 两 个 主要 类 型 :竞争 性 
和 非 竞争 性 。 竞 争 性 效应 可 被 高 浓度 底 物 抵消 ,而 非 竞 争 性 效应 则 不 能 。 竞 争 性 
和 非 竞争 性 效应 下 的 酶 反应 动力 学 方程 分 别 为 


3 z VS 

竞争 性 : V= SFR O FIKI (8-14) 
- Vmax S > 

men Y = GTROQTUK) m" 


RP: 了 一 一 抑制 剂 浓度 ; 
K; 一 一 El 络 合 物 的 解 离 常数 。 

(4) 底 物 抑 制 

底 物 抑制 也 是 单 底 物 酶 促 反 应 中 一 种 重要 的 抑制 作用 。 该 类 抑制 存在 时 酶 反 
应 的 速率 随 底 物 浓度 的 变化 曲线 不 呈 双 曲线 规律 ,而 是 速度 达到 最 大 值 后 ,如 果 底 
物 浓度 再 进一步 增加 , 酶 的 反应 速率 V 下 降 。 对 于 单 底 物 酶 促 反 应 , 底 物 抑制 机 
制 可 能 是 该 酶 与 一 个 底 物 的 两 个 部 位 相 结合 ,而 当 底 物 浓度 过 高 时 ,ES 在 形成 后 ， 
接着 又 被 第 二 个 S 络 合 ,生成 一 个 不 活泼 的 “双重 络 合 物 "ESs ,这 个 双重 络 合 物 不 
能 进行 酶 促 反 应 ,因而 影响 了 酶 活性 。 

发 生 底 物 抑制 的 酶 反应 动力 学 方程 为 


,WS 
S-K,-- S'7K, 


式 中 : Ks 一 一 底 物 抑制 动力 学 常数 。 

(5) 产物 抑制 

过 量 的 产物 对 酶 活力 有 抑制 作用 ,如 Glu 抑制 谷 氨 酰 胺 酶 ,ATP 抑制 丙酮 酸 
激酶 ,葡萄 糖 -6- 磷 酸 抑制 已 糖 激酶 等 。 产 物 抑 制 机 制 可 能 是 产物 在 释放 出 来 前 已 
和 了 酶 结合 成 复合 体 EP, 使 得 酶 不 易 结合 底 物 或 不 易 发 挥 催化 作用 。 产 物 对 酶 反应 
速度 抑制 的 动力 学 机 制 与 上 述 各 种 抑制 均 不 同 ,但 从 方式 上 可 近似 地 视 为 竞争 性 
抑制 或 非 竞争 性 抑制 ,由 此 可 用 式 (8-14)、 式 (8-15) 来 描述 产物 抑制 效应 ,但 方程 
中 的 工 为 产物 浓度 己 , 且 P 为 变量 。 

[918-2192 HHY K. (E79 5.57€ 10 * mol/L. 25 V«,,—2. 5X 10? mol/(L * 
min) , 底 物 浓度 为 2X10 “mol/L:, 试 求 在 竞争 性 抑制 剂 与 非 竞争 性 抑制 剂 的 浓度 
HJH 5x10 ‘mol/L,Ki; 值 均 为 3X10 * mol/L 情况 下 的 酶 反应 速率 。 


V (8-16) 
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解 : CD 对 于 竞争 性 抑制 ,根据 式 (8-14) 可 得 
V LEES] 25x10*x2x10* 


S-E-K,(14- I/K;) " 52c10-* m 
5.5 X10 lt $x10* 二 2X 10 


= 1. 44 X 10? (mol/CL * min)) 
(2) 对 于 非 竞争 性 抑制 ,根据 式 (8-15) 可 得 


V VaxS 2:5X10" X2X]10"* 
一 人 
(S+Ka)(1+1/K;) (RAE). 5x10 +2 x107) 


= 7.35 X 1075 (mol/(L * min)) 


8.4.2 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 动力 学 


酶 (细胞 ) 固 定 化 后 , 酶 (细胞 ) 被 定位 ,使 其 既 具 有 生物 催化 剂 的 功能 又 具有 固 
相 催 化 剂 特性 ,使 得 固定 化 酶 (细胞 ) 的 性 质 与 游离 酶 (细胞 ) 的 性 质 有 一 定 的 区 别 。 
固定 化 酶 在 底 物 溶液 中 酶 促 反应 既 受 到 传递 特性 的 影响 ,又 因 酶 的 种 类 、 所 催化 的 
反应 、 所 选用 的 载体 和 固定 化 方法 的 不 同 而 异 。 假 定 酶 是 均匀 地 分 布 在 载体 表面 
或 多 孔 介质 中 , 且 在 整个 系统 中 各 个 方向 都 是 同性 的 , 则 影响 动力 学 的 因素 可 归纳 
为 酶 分 子 构象 的 改变 和 载体 屏障 效应 、 微 环境 效应 一 一 分 配 效 应 和 扩散 限制 效应 。 


1. 酶 分 子 构象 的 改变 和 载体 屏蔽 效应 


酶 活性 中 心 和 变 构 中 心 的 性 质 决 定 于 酶 分 子 的 三 维 空间 结构 。 构 象 改变 是 指 
酶 在 固定 化 的 过 程 中 ,由 于 酶 与 载体 相互 作用 使 酶 的 活性 中 心 或 变 构 中 心 的 构象 
发 生变 化 ,从 而 导致 酶 活性 下 降 (图 8-8)。 这 种 效应 难以 定量 描写 ,也 难以 预测 ， 
通常 出 现在 吸附 法 和 共 价 结合 法 中 。 

载体 屏蔽 效应 是 由 于 载体 对 酶 的 活性 中 心 或 变 构 中 心 造成 空间 障碍 ,因而 影 


1 基质 


E 
I 
I 
| ] 
i : 

溶液 中 的 “|! pi 

游离 酶 。 | 固定 化 酶 

I 
构象 改变 形成 屏蔽 


图 8-8 固定 化 酶 的 构象 改变 和 屏蔽 效应 
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响 底 物 或 效应 物 与 酶 的 接触 ,从 而 影响 酶 的 活性 (图 8-8)。 在 葡 聚 糖 凝 腕 上 共 价 
交 联 胰 和 蛋白 酶 和 木瓜 蛋白 酶 的 活性 低 于 结合 在 琼脂 糖 上 的 活性 ,这 是 因为 葡 聚 糖 
凝 胶 的 空间 屏障 大 于 琼脂 糖 的 空间 屏障 。 如 果 增 大 载体 的 交 联 程度 ,也 会 使 底 物 
不 易 与 酶 分 子 接触 ,造成 酶 活性 下 降 。 

这 两 种 效应 的 产生 都 是 出 于 酶 和 固定 化 载体 发 生 了 相互 作用 ,因此 ,主要 取决 
于 固定 化 的 条 件 和 方法 ,但 也 部 分 地 取决 于 载体 的 性 质 。 在 上 述 两 种 效应 的 影响 
下 ,溶液 酶 素质 动力 学 参数 发 生 了 变化 ,但 这 种 变化 很 难 加 以 定量 分 析 和 概括 ,只 
能 通过 实验 测定 。 它 们 的 消除 和 改善 只 有 依赖 于 选择 合适 的 固定 化 条 件 、 方 法 和 
载体 。 


2. 微 环境 效应 一 一 分 配 效 应 


固定 化 酶 处 于 主体 溶液 中 ,形成 非 均 相反 应 系统 。 在 固定 化 酶 附近 的 环境 称 
为 微 环境 ,而 主体 溶液 则 称 为 宏观 环境 。 在 反应 系统 中 ,由 于 载体 和 底 物 的 疏水 
性 、 亲 水 性 以 及 静电 作用 ,经 常 引 起 微 环境 与 宏观 环境 之 间 不 同 的 性 质 ,形成 底 物 
和 各 种 效应 物 的 不 均匀 分 布 ,这 种 效应 称 为 分 配 效 应 (图 8-9)。 


图 8-9 ”固定 化 酶 反应 体系 中 的 微 环境 与 宏观 环境 


一 般 情况 下 分 配 效 应 存在 如 下 规律 : 

(1) 如 果 载 体 与 底 物 带 有 相同 电荷 , 则 酶 的 K, 值 将 因 固定 化 而 增 大 ;如 果 带 
有 相反 电荷 , 则 K。 值 减 小 。 

D 当 载 体 带 正 电 荷 时 ,固定 化 之 后 酶 活性 -pH 曲线 向 酸性 方向 偏 移 ;相反 ， 
阴离子 载体 将 导致 pH 曲线 向 碱 性 方向 偏 移 。 以 上 影响 可 通过 提高 介质 离子 强度 
而 削弱 或 消除 。 

(3) 采用 玻 水 载体 时 ,如 底 物 为 极 性 物质 或 荷 电 物 质 , 则 酶 的 K, 值 将 因 固定 
化 而 降低 ,其 他 效应 物 亦 然 。 

因为 固定 化 酶 催化 的 反应 速率 取决 于 底 物 或 效应 物 在 微 环境 内 的 局 部 浓度 ， 
而 这 种 局 部 浓度 又 与 宏观 体系 的 平均 浓度 有 所 不 同 ,所 以 实验 结果 常 与 按 宏观 体 
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系 估计 的 不 同 ,并 因 载 体 性 质 而 有 显著 改变 。 下 面 以 荷 电 载 体 与 荷 电 溶 质 间 的 静 
电 作用 产生 的 分 配 效 应 为 例 来 分 析 分 配 效应 对 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 动力 学 的 
影响 。 

分 配 效应 通常 用 分 配 系数 o 来 表述 : 


EE: , 
po 一 与 (8-17) 


式 中 : Si 一 一 底 物 或 其 他 效应 物 等 在 微 环境 中 的 局 部 浓度 ; 
S 一 一 底 物 或 其 他 效应 物 等 在 宏观 体系 中 的 总 体 (或 平均 ) 浓 度 。 
根据 玻 耳 效 曼 分 配 定律 , 荷 电 溶质 在 荷 电 载 体 微 环境 与 外 部 溶液 间 的 分 配 服 
从 如 下 关系 : 
;= Sexp( =4¥) (8-18) 
式 中 : Yih ir dp pn np ng BA s 
Z. 一 一 荷 电 溶质 的 电荷 ; 
& 一 一 玻 耳 效 曼 常数 ; 
T 一 一 热力 学 温度 。 
p= M 一 [r] (8-19) 
如 果 底 物 与 载体 带 有 相同 电荷 , 则 S; — S. o— 1 iH I. n RJ 5 R A AA 
反 电 荷 , 则 Si>S,o>1。 
如 果 不 考虑 其 他 效应 的 影响 ,分 配 效应 仅 影响 底 物 浓度 分 布 , 故 其 反应 速度 可 
由 下 式 表示 : 


pA ZY 
V= Ve (= 条 Y)/[k. + Sexp (= 5 Jl (8-20) 
即 
ZY 
Vex E ) 
v A K.Í5 ELS SEN 
Ka + Sexp( IT ) m p m(app) 


AP: Vy 一 一 分 配 效应 影响 下 固定 化 酶 的 反应 速率 ,mol/(L * s); 
S, 一 一 分 配 效 应 影响 下 的 底 物 浓度 ,mol/L; 
Kap 一 一 分 配 效 应 影响 下 固定 化 酶 的 表 观 米 氏 常数 。 
当 载 体 与 底 物 电荷 相同 时 .Kopp > Kus 当 载 体 与 底 物 电荷 相反 时 ,Kopp < 
K m 当 任何 一 方 电荷 为 零 时 ,Kcspp =K m o 
了 (8-22) 
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3. 扩散 限制 效应 


与 溶液 酶 不 同 ,固定 化 酶 构成 的 反应 体系 都 存在 底 物 (或 其 他 效应 物 ) 从 宏观 
环境 向 酶 的 活性 部 位 运转 ,产物 从 催化 部 位 移 向 宏观 体系 的 问题 , 即 有 一 个 扩散 限 
制 的 问题 。 这 些 传递 过 程 包 括 被 动 分 子 扩散 和 对 流 扩散 , 即 在 底 物 和 产物 传递 过 
程 中 存在 着 一 个 扩散 速率 限制 问题 。 这 种 扩散 限制 效应 在 扩散 效率 很 低 , 而 酶 的 
催化 活力 又 相当 高 时 特别 显著 。 扩 散 限制 效应 可 分 为 外 扩散 限制 效应 和 内 扩散 限 
制 效 应 。 存 在 的 扩散 限制 效应 会 使 固定 化 酶 (细胞 ) 的 动力 学 行为 偏离 其 液态 下 的 
动力 学 行为 。 下 面 分 别 讨论 外 扩散 限制 和 内 扩散 限制 对 酶 反应 动力 学 的 影响 。 

1) 外 扩散 限制 的 分 析 及 其 对 酶 反应 动力 学 的 影响 

外 扩散 发 生 在 固定 化 酶 颗粒 周围 的 处 于 停滞 状态 的 液 膜 层 。 为 了 集中 研究 外 
扩散 限制 效应 ,选择 液体 不 能 渗透 的 无 带电 活性 的 固定 化 酶 膜 或 固定 化 酶 颗粒 作 
为 模型 (图 8-10) 。 在 这 样 的 系统 中 ,反应 过 程 包括 三 个 连续 的 环节 : ORMAR 
观 体系 扩散 到 达 固 定 化 酶 的 外 表面 ; @ 底 物 在 固定 化 酶 的 外 表面 上 被 催化 转化 为 
产物 ; @ 产 物 从 固定 化 酶 的 外 表面 扩散 进入 宏观 体系 。 其 中 中 种 为 外 扩散 ,是 
单纯 的 传 质 过 程 ， 四 为 催化 反应 过 程 。 巾 于 存在 外 扩散 阻力 , 底 物 将 在 固定 化 酶 
周围 形成 浓度 梯度 , 液 膜 层 的 厚度 在 一 定 限度 内 , 它 受 固定 化 酶 颗粒 周围 溶液 的 相 
对 速度 的 影响 ,因而 外 扩散 阻力 随 反 应 体系 搅拌 速度 的 增加 而 减少 。 


> 
/ 
区 | 
应 | Eu 
流 | | 一 | 
体 a | 
| 
Vi l 1 
体 | 粒 ~ Ey, | | 
EI Mns pi 
体 ! 颗粒 内 部 | [ 
jx "em oui. 
TAN NR 
1 
& A NI 
组 —Y | 1 产物 浓度 乌 
分 bg i ur | 
| rg i 1 1 
度 R 0 R 
离 颗 粒 中 心 的 距离 ~ 


图 8-10 固定 化 酶 载体 内 及 其 周围 的 物质 传递 及 浓度 分 布 (没有 分 配 效应 ) 
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假设 一 不 带电 的 固定 化 酶 颗粒 ,其 外 表面 上 的 反应 速率 符合 米 氏 方程 。 当 催 
化 反应 达到 稳 态 时 , 传 质 速率 与 反应 速率 相等 , 即 
(S07 ge 
式 中 : 太一 一 液 膜 传 质 系 数 ,m/s; 
So 一 一 底 物 在 液 相 主体 中 的 浓度 ,mol/L; 
Si 一 一 底 物 在 固定 化 酶 外 表面 上 的 浓度 ,mol/L。 
当 外 扩散 传 质 速率 很 快 ,而 固定 化 酶 外 表面 反应 速率 相对 较 慢 ,并 成 为 反应 过 
程 速率 的 限制 步骤 时 , 则 固定 化 酶 外 表面 上 的 底 物 浓度 应 等 于 在 液 相 主体 溶液 中 
的 浓度 , 即 Si= So ,此 时 催化 反应 的 反应 速率 为 
VA _ 
Ka 十 So 
式 中 : ww 一 一 实效 反应 速率 , 即 底 物 在 固定 化 酶 外 表面 上 的 消耗 速率 ,mol/(L，s); 
va 一 一 本 征 反 应 速率 , 即 没有 外 扩散 影响 的 本 征 反 应 速率 ,mol/(L。s) 。 
当 固 定 化 酶 外 表面 上 的 反应 速率 很 快 ,而 外 扩散 传 质 速率 很 慢 ,此 时 由 于 酶 得 
不 到 足够 的 底 物 ,外 扩散 速率 就 成 为 反应 过 程 速 率 的 限制 步骤 , 则 
vs 一 krSo = va (8-25) 


(8-23) 


va = Us (8-24) 


RP: mw 一 一 扩散 传 质 速率 。 

但 是 大 多 数 情况 是 介 于 上 述 两 种 条 件 之 间 的 ,实效 反应 速率 同时 受 这 两 种 因 
素 的 限制 。 实 效 反应 速率 ws\ 本 征 反应 速率 vw 、 扩 散 传 质 速 率 vw 三 者 与 液 相 主体 
浓度 之 间 的 关系 如 图 8-11 所 示 。 


图 8-11 实效 反应 速率 ,本 征 反应 速率 .扩散 传 质 
速率 与 液 相 主体 浓度 之 间 的 关系 


在 上 述 基 础 上 ,可 采用 两 种 方法 求 得 外 扩散 限制 下 的 反应 速率 , 即 实效 反应 速 
率 Usi o 
(1) 引入 无 量 纲 参数 。 可 以 引入 几 个 无 量 纲 参数 ,使 得 对 外 扩散 限制 的 研究 
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更 加 深入 。 
S= & (8-26) 
K= E (8-27) 
Da — Ms (8-28) 


式 中 : S 一 一 无 量 纲 底 物 浓度 ; 
天 一 一 无 量 纲 米 氏 常数 ; 
Da 一 一 Damkohler 数 。 

Da 为 最 大 酶 促 反 应 速率 与 最 大 底 物 传 质 速率 的 比值 ,Da 可 用 来 表示 外 扩散 
限制 对 酶 反应 动力 学 的 影响 。Da 受 底 物 在 主体 溶液 中 的 扩散 系数 D, 和 液 膜 层 厚 
JE 0 的 影响 ,D. 越 大 ,6 越 小 , 则 Da 越 小 。 当 Da < 1 时 ,固定 化 酶 催化 的 最 大 反 
应 速率 远 远 慢 于 底 物 的 扩散 速率 ,此 时 ,反应 过 程 由 反应 动力 学 控制 ; 当 Da > 1 
时 , 底 物 的 最 大 扩散 速率 远 远 慢 于 固定 化 酶 催化 底 物 的 反应 速率 ,此 时 反应 过 程 由 
扩散 传 质 所 控制 。 

对 式 (8-23) 无 量 纲 化 后 ,可 表示 为 


z S 2 
i-Bei ES (8-29) 
求解 式 (8-29) 可 得 
5=<|+ h+ (8-30) 
2 P 
RP: 
a=Da+K—1 (8-31) 


3 2770 BE 3X (8-300 BU 2-452 ,?4 a0 时 , 式 (8-30) 取 “一 ”号 。 

根据 式 (8-30) 可 进一步 计算 出 实效 反应 速率 ws 。 

另外 ,实效 反应 速率 v; 可 通过 kt 得 出 ,而 ks 的 值 可 以 采用 作 图 法 来 确定 ,其 值 
取决 于 反应 系统 本 身 的 性 质 和 反应 器 类 型 。 

D 引入 外 扩散 实效 系数 7。 在 化 学 工程 中 通常 采用 催化 剂 的 实效 系数 了 R 
示 传 质 的 影响 程度 ,外 扩散 有 效 因 子 qe TRE SUN 


有 外 扩散 影响 时 的 实效 反应 速率 _ vs 
E ”无 外 扩散 影响 时 的 反应 速率 vo 


由 上 式 可 见 , 关 越 小 ,实效 反应 速率 wi 与 本 征 反 应 速率 vo fil LB e — 1. 
则 无 偏离 。 


根据 5 一 总 ,由 式 (8-23) 可 得 


(8-32) 
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V Si 
gisüt-gü-Su0c- vis (8-33) 
mt S 
因此 ,外 扩散 有 效 因子 me 
w= Sd m (8-34) 
当 Da 仿 1, 酶 促 反应 被 外 扩散 传 质 所 控制 , ne 二 mE , 则 实效 反应 速率 为 
y ES, (8-35) 
当 Da 1 , Rie c wi gk mm qj ^1 , 则 实效 反应 速率 为 
Ug = Up (8-36) 


【 例 8-3】 某 酶 固定 于 无 微 孔 的 球形 载体 上 ,在 无 外 扩散 影响 的 条 件 下 测 得 
其 动力 学 参数 为 Vi 二 5X10 司 mol/(L。，s) ,Ks 二 2X10 习 mol/L。 现 将 该 固定 化 
酶 颗粒 放置 于 底 物 浓度 为 1 1075 mol/L 的 液 相 反应 器 中 ,进行 催化 反应 ,上 述 操 
作 条 件 下 流体 的 体积 传 质 系数 为 5X10-s 。 

(1) 底 物 在 固定 化 酶 外 表面 的 反应 速率 ; 

(2) 该 固定 化 酶 的 外 扩散 有 效 因子 。 

解 : (1) 根据 式 (8-27)、 式 (8-28) 和 式 (8-31) 可 分 别 求 得 


Ka  2Xx105 — 
K-S - 1x1*^7 
5 -5 
Da Vs 5X10 10 


kuaS,  5X10! X1X10* 
«—Da-K—1-211 
a270. Ut fidi X C8- 300 TT £8 


sie En) Gig)» 
所 以 ,根据 式 (8-28) 可 得 
S; = S, XS = 1 X 10% X 0.18 = 0. 18 X 10^ 
V max So 5 X 107? X 0. 18 X 107? 
Ks 二 So 2X105?4-0.18 X 10? 
(2) 根据 式 (8-34) ,外 扩散 有 效 因子 为 


S(1+K) _ 0.18x (1 十 2) 
K+S 0.18+2 


2) 内 扩散 限制 的 分 析 及 其 对 酶 反应 动力 学 的 影响 
对 于 包 埋 法 或 吸附 于 多 和 孔 载体 中 制备 的 固定 化 酶 , 酶 主要 分 布 于 载体 颗粒 空 


~ 0. 41 X105Cmol/(L。s)) 


Usi 


a~ 0. 25 
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隙 的 内 部 ,其 催化 反应 也 主要 是 在 载体 颗粒 内 部 进行 的 。 此 时 ,颗粒 外 表面 的 底 物 
浓度 较 高 , 底 物 分 子 通 过 颗粒 的 空隙 扩散 至 颗粒 的 内 部 ,并 与 酶 接触 发 生 反应 ,而 
产物 的 扩散 路 线 恰好 与 之 相反 ,上 述 过 程 即 为 内 扩散 (图 8-100. 

由 于 外 扩散 可 以 通过 增加 反应 体系 搅拌 速率 予以 消除 ,而 内 扩散 则 与 固定 化 
酶 颗粒 内 部 的 物理 结构 参数 和 反应 物 系 性 质 等 因素 有 关 ,无 法 予以 消除 ,所 以 说 在 
某 种 程度 上 ,内 扩散 比 外 扩散 对 酶 反应 动力 学 的 影响 要 突出 。 

与 外 扩散 效应 不 同 , 内 扩散 过 程 与 酶 反应 过 程 是 同时 进行 的 , 底 物 在 扩散 过 程 
中 逐渐 被 消耗 ,因此 距 颗 粒 中 心 距 离 越 近 , 底 物 浓 度 和 酶 反应 速度 越 低 ,而 这 种 变 
化 是 非 线性 的 。 

基于 上 述 分 析 , 以 多 孔 性 球形 颗粒 为 模型 ,并 假设 固定 化 酶 颗粒 为 处 于 稳 态 中 
的 均匀 颗粒 , 底 物 和 产物 的 浓度 仅 沿 -方向 变化 。 底 物 在 固定 化 酶 颗粒 内 的 扩散 
机 理 可 用 Fick 定律 来 描述 : 


N-——D,.—- (8-37) 


式 中 : N 一 一 扩散 通 量 ,mol/(m? * s); 
D. 一 一 有 效 扩散 系数 。 
颗粒 内 N 方向 与 + 方向 相反 ,因此 N 为 一 负 值 。 
这 里 我 们 假设 D. 为 常数 ,与 r 及 S 无 关 , 且 底 物 的 分 配 系数 是 1。 在 上 述 假设 
条 件 下 ,对 从 到 十 dr 进行 过 层 物料 衡 算 : 


(n. S. 4nr? J- (n. S. Anr? e terr (8-38) 
设 有 效 扩散 系数 为 常数 , 则 方程 (8-38) 两 边 同时 除 以 4rdr~, 可 得 
2 dS 2 d$ 
D, eo 
E dr : dr J EA (8-39) 
当 dr 一 0 时 ,将 上 式 整理 可 得 
v, = p. (22-2 88) (8-40) 
引入 无 量 纲 参数 : 
" r - S S, R Ws 
T—gp^ 9—g* Pek ?—34K.D, 


其 中 : 8 为 饱和 参数 ,是 局 部 反应 偏离 一 级 反应 的 度量 。 
对 于 一 级 动力 学 方程 ,B80,w =- 
$ 为 无 量 纲 参数 , 称 为 梯 勒 模 数 (Thiele modulus) , 它 的 物理 意义 为 
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VS 
RV. EE 
rms = (8-41) 
KD ^ mp, S 
UR 


即 一 级 反应 速率 与 内 扩散 速率 的 比值 。y 值 的 大 小 表示 了 固定 化 酶 中 的 酶 反应 速 
率 与 内 扩散 速率 的 相对 大 小 。# 值 越 大 ,表示 内 扩散 速率 慢 于 反应 速率 ,内 扩散 限 
制程 度 较 大 ,大 部 分 底 物 分 子 在 接近 颗粒 外 表面 处 就 被 消耗 ,颗粒 中 心 的 底 物 浓度 
趋 近 于 零 ; 反 之 ,#$ 值 越 小 ,内 扩散 速率 快 于 反应 速率 ,内 扩散 限制 程度 较 小 , 底 物 
分 子 可 以 扩散 进入 颗粒 中 心 , 底 物 沿 颗粒 7 方向 分 布 较 均 匀 。 
对 各 类 反应 动力 学 与 固定 化 酶 的 形状 ,# 的 定义 式 为 
gj Ate; Deas) ^ (8-42) 
AP: V, 一 一 固定 化 酶 颗粒 体积 ; 
4, 一 一 固定 化 酶 颗粒 外 表面 面积 ; 
v, 一 一 固定 化 酶 的 反应 速率 ; 
D. 一 一 底 物 有 效 扩 散 速 率 ; 
S; 一 一 固定 化 酶 颗粒 外 表面 底 物 浓度 。 
由 乡 的 定义 可 知 ,颗粒 大 小 对 多 值 有 显著 影响 。 对 于 球形 颗粒 ,半径 尺 与 少 
值 呈 正比 ,因此 ,采用 小 颗粒 的 固定 化 酶 可 以 有 助 于 减少 内 扩散 限制 效应 。 
将 质量 衡 算 方程 (8-40) 无 量 纲 化 后 可 得 


AE NE - 
"rA ar TS (8-43) 
无 量 纲 边界 条 件 为 
dS| —— E X 
dua S| —1 (8-44) 
定义 a 二 FS, 则 方程 (8-43) 可 整理 为 
di 
ir = 94!a (8-45) 
方程 (8-45) 的 解 为 
a = Cicosh(34 F) 十 Cjsinh (34 F) (8-46) 
或 
S = [Cicosh(3$7) + Csinh(3$ 7)] (8-47) 


式 中 ,Ci 、C* 均 为 积分 常数 。 
在 边界 条 件 和 2, 03. C0 (8-48) 


234 生化 工程 


- u N 1 E 
在 边界 条 件 S|,-,=1 处 ， G= kap (8-49) 
所 以 
g — sinh (39 7) _ 
s F sinh (3p) Sarau 


对 于 零 级 动力 学 方程 ,8>~co,w 一 Vsx, 且 当 S770 Hh pko =V ma; S<0 BE 0, —0. 
质量 衡 算 方程 可 表示 为 
dS,2dS ko 
as rd B (8-51) 
对 于 零 级 动力 学 方程 ,其 特点 是 反应 速率 与 底 物 浓 度 无 关 , 只 有 S>0 时 才 会 
发 生 酶 促 反应 ,所 以 ,S 二 0 时 式 (8-51) 成 立 。 


同样 ,定义 a 二 rS, 则 方程 (8-51) 可 整理 为 


r (8-52) 
对 式 (8-52) 积 分 可 得 
a= an Or (8-53) 
Hi a—rS 代入 式 (8-53) 得 
= ie +G (e (8-54) 
在 边界 条 件 一 "0 处 ,S 有 界 , 则 C; —0, 
在 边界 条 件 S | ,=R 一 Su Mb. Cm S gr (8-55) 
所 以 
S=S 一 站 (CR 一 ”) (8-56) 
M RGEEER 时 ,上 式 成 立 。 临 界 半径 R. 可 用 下 式 计 算 : 
的 | 一 1 一 i (8-57) 
式 (8-57) 有 实 根 的 条 件 为 
R JF, /6D.S, > 1 (8-58) 
当 反 应 仅 发 生 于 固定 化 酶 颗粒 的 外 壳 部 分 时 , 则 
四 = 二 1 (&) 1 (1 AJ (8-59) 


30 内 外 扩散 同时 存在 时 的 限制 效应 
以 上 讨论 的 是 两 种 特殊 情况 下 的 固定 化 酶 反应 动力 学 。 实 际 上 ,在 固定 化 酶 
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催化 的 反应 过 程 中 ,内 外 扩散 是 同时 存在 的 。 下 面 以 一 级 不 可 逆反 应 为 例 , 讨 论 内 
外 扩散 同时 存在 的 限制 效应 。 


定义 总 有 效 因子 qe 
r= = (8-60) 

则 内 外 扩散 限制 同时 存在 时 的 有 效 因子 为 
六 一 FRE (8-6) 
HEAMANA s 1p — Ln. (8-62) 
当 无 外 扩散 限制 效应 时 ,Da 一 0, 关 一 办 (8-63) 


8.5 ”固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 器 


生物 反应 器 是 利用 生物 催化 剂 进行 催化 反应 的 容器 及 其 附属 设备 ,是 为 生物 
反应 提供 合适 的 环境 条 件 , 如 维持 一 定 的 pH 温度、 压力 、 供 氧 量 等 条 件 , 确 保生 
物 反应 顺利 进行 的 核心 装置 。 生 物 反应 器 可 应 用 于 游离 酶 (细胞 ) 反 应 、 固 定 化 酶 
(细胞 ) 反 应 ,单一 的 酶 反应 及 增殖 细胞 内 的 多 酶 反应 。 

依据 不 同 的 分 类 方法 可 以 将 生化 反应 器 进行 分 类 。 根 据 反应 器 的 操作 方式 ， 
可 分 为 间歇 (分 批 ) 操 作 .连续 操作 和 半 连 续 操 作 三 种 类 型 ;根据 反应 器 的 几何 构 型 
和 结构 特征 ,可 分 为 缸 式 、 塔 式 、 管 式 及 膜 式 等 类 型 ;根据 所 使 用 催化 剂 的 类 别 ,可 
分 为 酶 反应 器 和 细胞 反应 器 。 使 用 酶 作为 催化 剂 的 反应 器 称 为 酶 反应 器 ,所 使 用 
的 酶 可 以 是 游离 酶 也 可 以 是 固定 化 酶 。 酶 反应 器 中 进行 的 催化 反应 比较 简单 , 酶 
在 反应 过 程 中 本 身 不 发 生变 化 ,而 细胞 反应 器 中 所 进行 的 生化 反应 则 十 分 复杂 ,在 
进行 生化 反应 的 同时 ,细胞 本 身 也 在 增殖 ,为 了 维持 细胞 的 生长 代谢 及 其 催化 活 
性 ,反应 器 必须 密封 良好 ,避免 杂 菌 污染 。 


8.5.1 酶 反应 器 的 操作 参数 


表示 反应 器 性 能 的 重要 操作 参数 有 空 时 、 转 化 率 、 生 产 率 、 反 应 率 等 , 当 副 反应 
不 可 忽视 时 ,选择 率 也 是 很 重要 的 参数 。 


1. 反应 器 的 空 时 7 
空 时 又 称 空间 时 间 ,表示 反应 物 在 连续 操作 反应 器 内 停留 的 时 间 。 定 义 为 反 
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应 器 有 效 容 积 Ve 与 通过 反应 器 的 液体 流量 下 之 比 ,用 + 来 表示 。 
对 于 PFR ,在 某 一 时 刻 物料 进入 反应 器 ,经 一 定时 间 后 全 部 流出 反应 器 , 空 时 
(7) 为 物料 在 反应 器 内 的 实际 停留 时 间 , 即 
t= Ll/u (8-64) 
式 中 : /一 一 管 长 
4 一 一 流速 。 
对 于 CSTR ,加 入 流体 ,有 的 在 进入 反应 器 后 立刻 排出 ,也 有 的 停留 时 间 很 长 ， 
因此 ,对 于 均 相 的 CSTR 中 , 空 时 采用 平均 停留 时 间 来 表示 , 即 
t = Vg/F (8-65) 
式 中 ; Vr 一 一 反应 器 有 效 容积 ; 
下 一 一 通过 反应 器 的 底 物 溶液 体积 流量 。 
空 时 的 倒数 1/r 称 为 空 速 。 可 见 = 越 小 ,1/r 越 大 ,反应 器 的 效率 越 高 。 


2. 转化 率 X 


转化 率 又 称 为 反应 率 , 是 表示 反应 进行 的 程度 ,定义 为 某 一 反应 物 ( 底 物 ) 已 转 


化 的 量 占 投入 反应 器 的 总 量 之 比 ,用 X 表示。 
对 于 BSTR JI] S 的 转化 率 为 


_ 3 一 3 
1-78 (8-66) 
式 中 : So 一 一 底 物 的 初始 浓度 ; 
S, 一 一 反应 时 间 上 时 的 底 物 浓度 。 
对 于 CSTR , 底 物 S 的 转化 率 为 
y 一 Sn — Su (8-67) 


Sin 
式 中 : Su 一 一 流入 反应 器 的 底 物 浓度 ; 
Su 一 一 流出 液 中 底 物 的 浓度 。 


3. 生产 率 P， 


应 器 的 生产 率 定义 为 单位 时 间 、 单 位 反应 器 体积 内 生产 的 产物 量 ,用 P, 来 
对 于 BSTR,P, 为 
P, _ Xo 
t 


式 中 : P, 一 一: 时 单位 反应 液体 积 中 产物 的 生成 量 。 


P, 一 (8-68) 
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XF CSTR.P, 为 


一 (8-69) 


式 中 : Pu 一 一 单位 体积 流出 液 中 的 产物 量 。 
4. 选择 率 S, 


当 反应 过 程 中 有 副 反应 发 生 , 除 生成 目的 产物 外 ,还 生成 其 他 产物 时 ,通常 使 
用 选择 率 这 个 概念 。 选 择 率 定义 为 实际 转化 成 目的 产物 的 量 与 全 部 底 物 可 生成 产 
物 的 理论 量 之 比 , 用 Ss 来 表示 : 


S. P 


B as (S, — S) 
IP: a, — 1 mol 底 物 能 生成 目的 产物 P 的 理论 量 (mol) ,其 数值 取决 于 反应 的 
计量 式 。 


(8-70) 


8.5.2. 理想 的 均 相 酶 反应 器 系统 的 动力 学 


目前 ,在 工业 上 应 用 的 大 多 数 酶 都 是 价格 比较 便宜 的 不 纯 的 水 解 酶 。 应 用 游 
离 酶 进行 催化 反应 一 般 可 获得 较 高 的 产物 收 率 ,同时 ,在 工业 上 有 时 不 得 不 使 用 游 
离 酶 ,如 溶液 粘度 太 大 ,水解 反应 很 难 在 使 用 固定 化 酶 的 固定 床 中 进行 ;对 于 纤维 
素 . 果 胶 、 壳 质 等 固体 底 物 ,必须 将 这 些 底 物 先 粉碎 成 粉 未 ,再 与 溶液 中 的 游离 酶 进 
行 反应 。 目 前 游离 酶 应 用 还 是 较为 广泛 ,因此 ,研究 均 相 酶 反应 器 系统 的 动力 学 具 
有 重要 意义 。 

在 动力 学 形式 上 ,可 将 理想 的 均 相 酶 反应 器 分 为 三 种 最 基本 的 形式 , 即 间歇 搅 
TEE Iz i d CBS T RO ,活塞 流 反应 器 (PFR) 和 全 混流 反应 器 (CSTR)。 


1. 理想 的 均 相 酶 反应 器 的 操作 特性 方程 


CD 间歇 搅拌 饶 反 应 器 (BSTR ) 的 操作 特性 方程 

物料 衡 算式 是 反应 器 计算 的 基本 方程 式 。 对 间 吹 反应 器 ,由 于 反应 过 程 中 无 
物料 的 加 入 与 排出 ,流入 量 和 流出 量 均等 于 零 。 在 等 温 等 容 条 件 下 ,应 用 微分 物料 
衡 算 方 程式 和 米 氏 方程 进行 推导 ,反应 速度 为 


ds ku ES 
d ^ V (Ka +S) 


AP: v —— MER ,mol/(L * s); 
Ve — B WW WE fA. L; 
K。 一 一 米 氏 常数 ,mol/L; 


(8-71) 
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S 一 一 底 物 浓度 mol/L; 
1 一 一 反应 时 间 ,s。 
E 


fia =- NE je (8-72) 
S 

t zig [ (9 S.) Kn] (8-73) 

整理 得 

S, _ ku EB » 
($ -$.)- Kin S = tal (8-74) 
EI X 表示 底 物 转化 率 , 则 有 

XS, — K,In(1 — X) = 5E (8-75) 


Vi 


(2) 活塞 流 反应 器 (PFR) 的 操作 特性 方程 

PFR 具备 以 下 特点 : 在 正常 的 连续 稳 态 操作 情况 下 ,在 反应 器 的 各 个 截面 上 ， 
物料 浓度 不 随时 间 而 变化 ;反应 器 内 轴 向 各 处 的 浓度 彼此 不 相等 ,反应 速率 随 空间 
位 置 而 变化 ;由 于 径 向 有 严格 均匀 的 速度 分 布 , 即 径 向 不 存在 浓度 分 布 , 故 反应 速 
率 随 空间 位 置 的 变化 只 限于 轴 向 。 

基于 以 上 特点 ,对 PER 进行 物料 衡 算 , 沿 反应 器 轴 向 任意 切 出 长 度 为 di 的 一 
个 微 元 管 段 作 为 反应 器 微 元 ,该 微 元 的 体积 记 为 4V 王 Ad ,如 图 8-12 所 示 ,在 该 微 
元 内 的 反应 速率 不 随时 间 而 变 ,在 稳定 状态 下 ,进行 物料 衡 算 。 


dV-Adl 


R 
一 =| 一 一 [中 一 一 Stds H 


So s / Sı 


i-o 一 -一 EL 
图 8-12 活塞 流 式 反应 器 物料 衡 算 示意 图 


流入 量 (FS) 王 流出 量 LCGF 二 dF)(S 十 dS)] 十 反应 量 (wdV) 十 积累 量 (0) 
dF 一 0,Fo 一 下 一 已 ,所 以 


— FdS = vdV (8-76) 
以 边界 条 件 1—0.S = So 进行 积分 .得 
S .AL 
n S k F = kr (8-77) 


式 中 : F 一 一 以 体积 计 的 物料 进 料 流速 ,ms/s; 
A 一 一 反应 器 横 截 面积 ,m?; 
工 一 一 反应 器 长 度 ,my; 
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上 一 一 一 级 反应 速率 常数 。 
所 以 ,物料 在 反应 器 中 的 停留 时 间 e 为 


t= r 一 5 (8-78) 
对 于 其 他 各 级 反应 可 以 得 到 一 般 的 关系 式 : 
E (8-79) 
$ v, 
将 米 氏 方程 代入 上 式 , 得 
z kE ksEr 
XS, — Ksln(1—X) E v (8-80) 


可 见 BSTR 和 PFR 的 动力 学 方程 式 相同 。 

(3) 全 混流 反应 器 (CSTR) 的 操作 特性 方程 

稳定 状态 下 ,CSTR 型 反应 器 内 各 处 的 浓度 和 温度 均 不 随 空 间 位 置 和 时 间 而 
变化 ,反应 器 内 各 处 的 反应 速率 相等 ,所 以 可 对 底 物 S 进行 整个 反应 器 的 物料 衡 


算 ( 图 8-13)。 
流 人 量 (FS。)== 流 出 量 (FS.,) 十 反应 量 [vsVj 十 积累 量 (0) 
F(S,—S,)— vV (8-81) 
整理 得 " 
> 、 Fo 
p= (8-82) S 5, 


Us 
将 米 氏 方程 代 人 上 式 , 得 
So— S: (S9 —S)(Ks +S) 


Vs Nou 


T 


(8-83) 
整理 得 


总 体积 厂 
XS, + K, KE _ ks Ee 
“ "aEgX. F V 图 8-13 CSTR 物料 衡 算 示 意图 


(8-84) 


2. CSTR 和 PFR 效率 的 比较 


对 于 给 定 的 反应 器 ,在 工程 上 要 求 在 最 短 的 操作 时 间 内 ,用 最 少量 的 (固定 化 ) 
酶 ,达到 最 大 的 产物 生成 量 、 最 高 的 底 物 转化 率 ,以 使 生产 成 本 最 低 。 这 些 条 件 一 
般 称 为 反应 器 效率 ,下 面 比较 CSTR 和 PFR 的 效率 。 
(1) 反应 器 的 生产 时 间 比 较 
为 了 方便 比较 ,把 CSTR 和 PFR 的 操作 方程 改写 为 
So X kaGEl 


CSTR: Ka px Ka F (8-85) 
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So REI 
RY ln(1—X) Ka F 


在 不 同 的 So/Ku。 下 ,以 底 物 转化 率 X 对 FCFccl/z) 作 图 ,如 图 8-14 HRE 。 


PFR: (8-86) 


8-14 等 S,/K, 下 X 与 下 之 间 的 关系 
(So/Km 二 100, 两 条 曲线 重合 ) 


实际 操作 中 X 应 在 8026 A E X 在 此 范围 内 时 ,PFR 和 CSTR 在 一 定 的 So/ 
K。s 下 ,达到 同样 的 Xx 时 下 值 差别 很 大 ,而 且 Su/K。 越 小 ,差别 越 显 著 。 相 同 转化 
率 X 时 ,PFR WY F KF CSTR Hy F, W) PFR 的 = 小 于 CSTR fij c. 
(2) 反应 器 需 酶 量 的 比较 
将 CSTR 与 PFR 需 酶 量 进行 比较 : 
S, x 
Ecsrr Ka 1+X 
Ew RU In -z) 


(8-87) 


在 等 S,/K。 值 下 ,以 反应 器 需 酶 量 之 比 对 X 作 图 ,如 图 8-15 Re, TIL, 
越 高 ,So/ Ks 越 小 ,Ecsrr /Eprr 越 大 ,也 就 是 需 酶 量 差别 越 大 。 

4 X—0.95.S,/K, —1 时 ,CSTR 所 需 酶 量 为 PFR 的 5.2 fir. 

在 给 定 的 反应 体系 下 ,反应 器 中 的 装 酶 量 为 定 值 ,达到 一 定 X 下 反应 器 所 需 酶 
量 越 少 ,反应 器 的 反应 容量 能 力也 就 越 大 。 可 见 PER 的 能 力 比 CSTR 的 大 得 多 。 

(3) 反应 器 中 产物 浓度 的 比较 

对 于 产物 浓度 已 ,有 

P = Yrs (So — S) — Yys XS, (8-88) 

在 一 定 的 Yps 下 ,反应 器 出 口 处 的 P 正 比 于 X, 所 以 有 关 X 的 讨论 可 直接 用 于 P. 

图 8-16 绘 出 CSTR 与 PFR 中 的 底 物 浓度 分 布 。 由 图 8-16 可 见 , 在 PFR 中 ， 
虽然 出 口 端 浓度 较 低 , 但 在 进口 端 , 底 物 浓度 较 高 .CSTR 中 底 物 总 处 于 低 浓度 范 
围 。 如 果 酶 促 反应 速率 与 底 物 浓度 成 正比 ,那么 ,对 CSTR 而 言 ,由 于 整个 反应 器 
处 于 低 反应 速率 条 件 下 ,所 以 其 生产 能 力也 较 低 。 
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40r 


$5710 Smol/L 
5710 mol/L 


$= 5,=10 ° mol/L 


Ecstr /EprR 


N 


0.99 0.95 0.90 0.80 0.60 0.40 0.20 


8-15 等 So/K。 F Ecsrr/Err 5j X 的 关系 
(Ks, 1075 mol/L) 


Ss S 


(a) (b) 


图 8-16 反应 器 中 的 浓度 分 布 
(a) PFR; (b) CSTR 


一 般 地 说 ,考虑 到 酶 的 成 本 、 底 物 的 价格 、 转 化 率 等 因素 ,PFR 优 于 CSTR. 
但 是 ,如 果 将 多 个 CSTR 串联 时 ,CSTR 的 弱点 可 以 得 到 改善 和 克服 。 

[58-4] 采用 固定 化 蔗糖 酶 进行 蔗糖 一 葡萄 糖 十 果糖 的 连续 反应 ,反应 符 
AK IKE E CL Vu 765 107* mol/GOn»? * s), K= 1 mol/m? ,忽略 外 扩散 阻力 的 
影响 , 即 固定 化 酶 颗粒 外 表面 的 底 物 浓度 与 反应 液 主体 中 底 物 浓 度 一 致 ,固定 化 酶 
颗粒 直径 d, —47€10 7? m, 反 应 器 直径 T=2. 5m, 空 隙 率 es 一 0.5, 反 应 器 入 口 底 物 
浓度 S, — 1X 10* mol/n? , 底 物 流量 F—12«10 m/s, 扩散 系数 D. 一 1X10 m/s. 
转化 率 X 一 95% , 求 以 下 两 种 情况 反应 器 体积 V:(1)CSTR 固定 化 酶 反应 器 ; 
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(2) PFR 固定 化 酶 反应 器 。 
8. S, — S, (1—X)=1X 10° (1—0. 95) —50 (mol/m*) 
则 进口 与 出 口 底 物 的 对 数 平均 浓度 S 为 
S pen Puy 317 (mol/m*) 
S. 50 
S, Ks Son Ks Pi LA cw n] Ug 2724 o Si Ab RR Co, — V2. Pg. YE v, = 


eS 一 wo 代入 趟 (8-42) 积 分 ,整理 得 


Ve 1/2 
. E) 


1] 一 
[mesi 


二 | 


1/2 
r= GET 
由 于 忽略 外 扩散 阻力 的 影响 ,因此 ,Si=S, 则 
4 X 10-3 6 X10- 
6 Lum 
此 时 ,8 三 0.33V3, 内 扩散 有 效 因子 六 王 1, 所 以 内 扩散 阻力 可 以 忽略 不 计 。 
(1) CSTR 固定 化 酶 反应 器 体积 
对 于 CSTR 固定 化 酶 反应 器 , 稳 态 条 件 下 底 物 衡 算 式 为 
PS = FS, = VA 
由 于 酶 促 反 应 发 生 于 固定 化 酶 颗粒 内 ,因此 


1/2 


由 于 SKa ERT EÉ AH 


1/2 
) = 0.065 


V’ = Q—e)V 
由 上 式 可 得 
F(Sa — Son ) 
V = a 9o) 
( — em, 
将 米 氏 方程 代入 上 式 可 得 
v F (Sa — Sa) (Ka + Saa ) 


(1 — €)9gV max Sow 
1 X 105 X (1000 — 50) X (14-50) 
(1—0.5)X 1X 6 X 10* X 50 
(2) PFR 固定 化 酶 反应 器 体积 
Æ PFR 固定 化 酶 反应 器 中 取 长 度 为 AL ,体积 为 AV" 的 任 一 微 元 体积 


32.3 (m?) 
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(图 8-17) 进 行 物料 衡 算 : 
FS — F(S + AS) = M v, AV" 

AV' 
F.S | FS+AS 


q 8-17 PFR 固定 化 酶 反应 器 物料 衡 算 示意 图 


由 于 酶 促 反 应 在 颗粒 内 进行 ,因此 ,实际 体积 应 为 
AV’ = AAL —e) 
由 于 底 物 在 颗粒 间 的 空隙 内 (sA) 流 动 ,所 以 体积 流量 F 与 底 物 流动 线 速度 v 
的 关系 如 下 
F — uA 
将 上 述 两 式 代 入 到 物料 衡 算 式 中 ,得 


dS 
ue = 71s(1 一 e) 


fa -并 | 1 ds 
Sels, m. 
将 米 氏 方程 代 人 上 式 , 积 分 得 反应 器 长 度 革 为 


i (1 mcr Sin F (Sow Sa)] 
F 1x10 


“A 0.5 x T X25? 


Ki u 值 代入 反应 器 长 度 计 算式 ,可 得 
P 0. 5 X 4. 07 X 1075 
(1—0.5)X1X6 X 10^ 
— 6.46 (m) 
所 以 ,反应 器 体积 V 为 


V=AL=X2.5° x6.46 = 31.7 (m°) 


将 上 式 积分 可 得 


4.07 X 105 (m/s) 


u 


x [1x n o; 十 (50 一 1000)] 


1000 


8.5.3 存在 抑制 剂 时 酶 反应 器 的 特性 


在 实际 酶 反应 中 ,由 于 受到 抑制 剂 的 影响 , 酶 反应 动力 学 行为 有 可 能 偏离 理想 
状况 下 的 动力 学 。 抑 制剂 可 能 是 底 物 ( 底 物 抑制 ) 产物 (产物 抑制 ) 或 反应 体系 中 
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的 其 他 一 些微 量 的 底 物 结构 类 似 物 。 此 时 反应 器 中 的 动力 学 行为 将 与 理想 的 均 相 
酶 反应 器 系统 的 动力 学 不 同 。 


1. 底 物 抑制 
受 底 物 抑制 的 酶 促 反 应 动力 学 方程 为 
dS V.S 
d S+Ka +S /Ks (8-89) 
式 中 : Ks 一 一 底 物 抑制 动力 学 常数 ,mol/L。 
对 于 受 底 物 抑制 的 情况 ,可 推导 出 理想 酶 反应 器 的 动力 学 方程 式 。 
PFR: 
XS, — K,ln(1— x)+ 总 (zx x)- EE (8-90) 
CSTR: 
i t ,S 2j kSE : 
XS + Ks o get r=- (8-91) 


在 一 定 Ks/K, F. CSTR 和 PFR 在 底 物 抑制 下 的 底 物 转化 率 X 与 流速 下 之 
间 的 关系 ,如 图 8-18 HMR. 


图 8-18 底 物 抑制 影响 下 ,So/Ku。 一 100， 
不 同 Ks/K。 时 X 与 下 的 关系 


可 见 , 当 存在 底 物 抑制 时 ,要 获得 相同 的 底 物 转化 率 X,PFR 的 流速 下 比 
CSTR 的 小 , 即 在 PFR 中 的 反应 时 间 比 CSTR 大 为 延长 。 也 就 是 说 , 底 物 抑制 在 
PFR 中 产生 的 影响 比 在 CSTR 中 的 强烈 , 底 物 转化 率 降 低 较 大 。 

从 两 种 反应 器 的 流体 混合 形式 上 可 知 , 底 物 在 加 入 CSTR 后 浓度 迅速 减少 到 
流出 液 中 的 浓度 ,所 以 受 底 物 抑制 的 影响 较 小 ;而 PER 除 反 应 器 出 口 处 外 ,其 余 的 
反应 部 位 底 物 浓度 较 高 , 故 PFR 受 底 物 抑制 的 影响 要 比 CSTR 的 大 一 些 。 
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为 了 减少 底 物 抑制 的 作用 ,对 间歇 反应 器 可 采用 连续 式 或 间断 式 加 进 底 物 的 
方法 ;对 于 PFR 可 在 反应 器 轴 向 长 度 上 的 若干 位 置 分 段 加 进 底 物 ;而 对 CSTR 可 
采用 几 台 较 小 反应 器 串联 ,分 别 对 各 反应 器 连续 加 进 物料 的 方法 。 


2. 产物 抑制 
产物 抑制 有 两 种 最 简单 的 形式 , 即 竞争 性 抑制 与 非 竞 争 性 抑制 。 下 面 就 这 两 
种 基本 产物 抑制 形式 对 反应 器 动力 学 的 影响 进行 讨论 。 


(1) 竞争 性 抑制 的 酶 反应 动力 学 方程 为 
dS _ V max S 


d SFK. P/R,) i 
式 中 : P 一 一 抑制 剂 (产物 ) 浓 度 ,mol/L; 
Ki 一 一 产物 抑制 常数 ,mol/L。 
由 式 (8-92) 可 推导 出 理想 反应 器 的 动力 学 方程 : 
PFR: 
x Ks | So egt 
xs (1 pa) (+ 总 JKemll x)- 52 (8-93) 
CSTR; 
X ,K,.XS, k4E 
XS, + K,, i (8-94) 
1 一 X Kel 一 X F 
(2) 非 竞争 性 抑制 的 酶 反应 动力 学 方程 为 
dS Vus g 
dt — (1 P/K,)(STK,) ndn 
同样 ,也 可 推导 出 理想 反应 器 的 动力 学 方程 : 
PFR: 
So _ K.) a2X—X S = UE 
xs (1 &) S Rr (: Hi -)k. In(1— X) 
(8-96) 
CSTR; 
x ,XS Ks kE 
9|1-p ———m —— |. £4 ie 
XS, + Ks +E R al snc] n (8-97) 


JESE 4E d dial He SE Ae P Rp a R A EK ASE e ER] SK E A A P o 
So/Kn=10, ÆR HY Ki,/K。s。 下 发 生 竞争 性 及 非 竞争 性 产物 抑制 时 ,转化 率 xX 随 
反应 时 间 z 的 变化 如 图 8-19 Brzs P? 。 


由 图 可 知 , 当 S。/K。s 值 很 小 时 ,产物 抑制 并 不 很 严重 ,但 当 S。/Kis 及 X 增高 
时 ,抑制 就 趋 于 严重 ,对 反应 的 不 利 影 响 越 大 。 在 非 竞 争 性 抑制 下 PFR 具有 与 
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一 一 非 竞 争 性 抑制 , 一 一 一 竞争 性 抑制 


图 8-19 间歇 反应 器 中 ,Su/Ku。 一 10, 不 同 Ki,/K。 时 ,X 与 上 的 关系 


BSTR 相同 的 影响 。 对 CSTR 而 言 ,由 于 整个 反应 器 内 的 产物 浓度 与 出 口 产 物 浓 
度 相同 ,因此 非 竞争 性 抑制 对 其 影响 更 大 。 在 CSTR 中 ,由 于 其 产物 浓度 比 PFR 
中 的 高 , 故 产物 抑制 给 CSTR 带 来 的 影响 较 PER 要 大 ,反应 器 效率 会 更 差 。 


8.5.4 固定 化 酶 反应 器 动力 学 


根据 反应 器 结构 的 不 同 可 以 将 固定 化 酶 反应 器 分 为 搅拌 钢 式 反应 器 、 固 定 床 
反应 器 \ 流 化 床 反应 器 、 膜 反应 器 等 类 型 。 理 想 的 固定 化 酶 反应 器 应 符合 以 下 要 
求 :固定 化 酶 在 反应 器 内 分 布 均匀 ;对 于 PFR, 轴 向 湛 流 的 扩散 和 径 向 浓度 梯度 可 
以 忽略 不 计 ; 对 于 CSTR, 反 应 器 内 流体 混合 充分 ,停留 时 间 分 布 可 用 平均 停留 时 
间 表 示 ;相关 反应 器 参数 应 保持 恒定 。 


1. 搅拌 缸 固 定 化 酶 反应 器 操作 特性 方程 


(1) 间 砍 式 搅 拌 缸 固定 化 酶 反应 器 
对 间 鞭 式 搅 拌 缸 反应 器 内 底 物 做 物料 衡 算 ,可 得 
7(1—e)Vv, ve SS =o (8-98) 
AP: 7 一 一 固定 化 酶 颗粒 有 效 因 子 ; 
V 一 一 反应 器 有 效 容积 
v, 一 一 固定 化 酶 颗粒 内 的 底 物 浓度 等 于 主体 溶液 底 物 浓 度 时 的 反应 速率 ， 
即 单位 体积 固定 化 酶 颗粒 ,单位 时 间 的 底 物 消耗 量 ; 
:一 一 空隙 率 ,等 于 液体 体积 除 以 液 固 总 体积 。 
将 式 (8-98) 积 分 可 得 设计 方程 
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| (8-99) 
若 反 应 控制 ,7 一 1, 且 酶 反应 的 本 征 动力 学 方程 符合 米 氏 方程 , 则 式 (8-99) 可 

以 求解 。 这 样 可 以 获得 转化 率 与 所 需 反 应 时 间 的 方程 : 
we 


(2) 连续 式 搅 拌 饶 固定 化 酶 反应 
E ORA EEUR FEAT REP. 在 稳 态 下 ,对 反应 器 内 全 部 自 
由 溶液 进行 物料 衡 算 可 得 


z=- 


Le (8-100) 


FS; = FS, + 3(1 — e)Vv, (8-101) 
式 中 : 下 一 一 通过 反应 器 的 底 物 溶液 体积 流量 。 


将 t+ 和 X 的 定义 式 , 即 X= 5 Se e RA G- 101) ,整理 可 得 


2o 9X 
(1—6)qo. 
ERP c t Sc Ey P RR RE [8] A Br 200 . rh F E E C IHISUR AO f. Iz BRE n BA TR] IZ 2 
eVr/F, 
若 反 应 控制 ,wy 二 1, 且 酶 反应 的 本 征 动 力学 方程 符合 米 氏 方程 , 则 式 (8-102) 可 
整理 为 


(8-102) 


Sa Xt Kn 一 LE (8-103) 
若 存在 底 物 或 产物 抑制 ,可 将 相应 的 内 代入 式 (8-102), 即 可 得 到 相应 
方程 。 


2. 固定 床 固定 化 酶 反应 器 操作 特性 方程 


对 于 固定 床 内 颗粒 与 流体 的 传 质 系数 kr ,在 化 学 工程 中 已 经 进行 了 广泛 研 
究 。 在 固定 化 酶 的 固定 床 反 应 器 中 ,由 于 酶 催化 反应 的 速率 要 比 一 般 化 学 催化 剂 
反应 速率 低 。 为 达到 要 求 的 转化 率 ,就 要 求 固定 床 中 的 流量 较 低 ,因此 ,表征 流动 
特征 的 雷诺 数 Re 处 于 较 小 范围 。 传 质 系数 ke 采用 Wilson-Geankoplis 关联 式 


为 宜 : 
(&) (s u F = 1. 09Re ^ 
aD (8-104) 


0. 0016 < Re < 55 
AP: kr 一 一 传 质 系数 ; 
ut 一 一 液 泛 速 度 ; 
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uy — S ER NE s 
卫 一 一 扩散 系数 ; 
PL 一 一 液 相 密度 。 


固定 床 的 填充 层 由 流动 相 和 固定 相 即 填料 相 构成 。 固 定 床 可 近似 为 活塞 流 反 
应 器 ,但 实际 流动 状态 却 很 复杂 ,二 者 有 一 定 偏差 。 实 际 应 用 的 固定 床 反应 器 内 ， 
流动 相 会 随 着 自 上 而 下 流动 的 底 物 和 产物 浓度 不 同 , 使 分 子 扩 散 和 涡流 扩散 在 轴 
向 和 径 向 全 加 而 产生 混合 扩散 。 由 混合 扩散 引起 的 物质 传递 与 浓度 梯度 成 正比 ， 
这 个 比例 常数 称 为 混合 扩散 系数 ,用 D, KR. D, 表示 装置 内 非 理想 状态 混合 特 
性 的 模型 , 称 为 扩散 模型 。 

在 稳 态 操作 条 件 下 ,假设 固定 床 反应 器 内 径 向 的 混合 扩散 可 以 忽略 不 计 ( 对 于 
等 温 反 应 , 当 塔 径 / 催 化 剂 颗粒 直径 二 30 时 ,大 致 可 满足 上 述 条 件 ), 对 图 8-20 所 
示 的 微 元 体 进行 物料 衡 算 。 

ES-u Slem, = 0 (8-105) 


(1-£)4dz R 


图 8-20 固定 床 反 应 器 中 高 度 为 dz 的 微 元 床 层 示意 图 
式 (8-105) 的 边界 条 件 为 


反应 器 入 口 处 ,Z=0 时 ,一 D, 95 


dz 


us (Sa 一 S|z-o) (8-106) 


反应 器 出 口 处 ,Z=L it So (8-107) 


3X (8-106) IÈ (8-107) Br z (0931 9 2& HF JJ. Dankwarts 边界 条 件 , 表 示 由 于 
轴 向 返 混 ,反应 器 入 口 处 底 物 浓度 S|1z-。 小 于 料 液 中 底 物 浓度 Sino 
若 取 无 量 纲 参数 S—S/S,.Z—Z/4d, ,将 式 (8-105) 无 量 纲 化 可 得 
1 dS dS (1—ec)mp.d, 
Pe dz dz ESinuUt 
AP: Pe 为 贝克 来 数 , Pe 二 uids/D,。 当 Pe 一 c" 时 ,反应 器 趋 于 PFR; 当 Pe 一 0 
时 , 轴 向 扩散 趋 于 无 穷 ,反应 器 趋 于 CSTR. 


0 (8-108) 
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固定 床 固定 化 酶 反应 器 在 低 Pe 范围 内 时 ,Pe0.6 一 1.3。 
若 固定 床 反应 器 可 视 为 PFR 时 , 即 无 轴 向 返 混 , 式 (8-105) 可 简化 为 


dS , 1—e 
ur r m=0 (8-109) 
边界 条 件 为 Z=0 时 ,S=S。 (8-110) 
Z= MS =S (8-111) 


由 于 ew 二 wu/A, 式 (8-109) 积 分 得 


t 一 一 


Ai a (8-112) 
若 反 应 控制 ,7 一 1, 且 酶 反应 的 本 征 动力 学 方程 符合 米 氏 方程 , 则 式 (8-112) 积 分 后 
整理 可 得 
SaX+ Koaln(1—X)= (1 一 e)R+zEot (8-113) 
若 存 在 底 物 或 产物 抑制 时 ,可 将 相应 的 wv 分 别 代 入 式 (8-112) ,积分 就 可 以 得 
到 相应 的 方程 。 


8.5.5 固定 化 酶 反应 器 的 选择 


1. 固定 化 酶 反应 器 的 类 型 


根据 反应 器 结构 的 不 同 可 以 将 固定 化 酶 反应 器 分 为 搅拌 饶 式 反应 器 .固定 床 
反应 器 \ 流 化 床 反 应 器 、 膜 反应 器 等 类 型 。 

CD 搅拌 缸 式 反应 器 (Cstirred tank reactor. STR) 

搅拌 饶 式 反应 器 (图 8-21) 具 有 如 下 优点 :结构 简单 ;温度 和 pH 容易 控制 ;能 
处 理 胶 状 和 非 水 溶性 底 物 ;催化剂 更 换 方便 ;连续 搅拌 饶 反 应 器 内 底 物 浓度 低 , 有 
利于 底 物 抑制 型 酶 反应 的 进行 。 但 是 对 于 凝 胶 固 定 化 酶 ,搅拌 浆 叶 片 容易 打 碎 凝 
胶 颗 粒 。 

根据 操作 方式 的 不 同 , 搅 拌 缸 式 反 应 器 可 分 为 间 上 歇 搅拌 饶 式 反应 器 (batch 
stirred tank reactor, BSTR) Al jE £& fit FE HE 5X I y $$ (continuous stirred tank 
reactor，CSTR) 两 大 类 。 

BSTR 常用 于 小 规模 实验 研究 中 ,可 用 于 溶液 酶 反应 。 操 作 时 将 酶 与 底 物 一 
次 性 投入 到 反应 器 内 , 待 达到 规定 的 转化 率 后 青 将 反应 液 全 部 取出 。 这 种 情况 下 ， 
一 般 难 回收 溶液 酶 。 固 定 化 酶 用 于 间 吹 搅拌 色 式 反应 器 时 ,每 批 反应 完成 之 后 , 通 
过 过 滤 或 离心 分 离 从 反应 液 中 分 离 出 固定 化 酶 颗粒 ,以 便 反 复 使 用 ,这 种 操作 方式 
称 为 反复 分 批 操 作 。 但 反复 地 循环 回收 使 用 ,固定 化 酶 失 活 比较 快 ,并 且 存 在 反应 


o 固定 化 酶 (细胞 ) 
o or 十 颗粒 


8-21 ”搅拌 钠 式 固定 化 酶 反应 器 


器 的 利用 效率 较 低 ,对 固定 化 酶 结构 会 造成 破坏 的 问题 ,所 以 BSTR 在 工业 上 很 
少 应 用 于 固定 化 酶 。 

CSTR 在 操作 时 ,通常 将 固定 化 酶 与 底 物 溶液 置 于 反应 器 内 ,搅拌 至 反应 平衡 
后 连续 地 加 入 底 物 ,同时 以 一 定 流速 使 反应 液 从 出 口 流出 ,一般 在 出 口 处 安装 筛 网 
或 其 他 过 滤 介 质 , 以 避免 固定 化 酶 颗粒 的 损失 。 也 可 以 将 载 有 酶 的 聚合 物 圆 片 固 
定 在 搅拌 轴 上 ,或 者 放置 在 与 搅拌 轴 一 起 转动 的 金属 网 管内 ,这 样 , 既 能 保证 反应 
液 搅拌 均匀 ,又 减轻 了 对 固定 化 酶 颗粒 的 破坏 。 

CSTR 适用 于 固定 化 酶 的 催化 反应 ,其 优点 是 : @@ 固 定 化 酶 和 底 物 混合 较 好 ; 
@ 结 构 简 单 , 操 作 方便 ; @@ 适 用 于 黏 性 或 不 溶性 底 物 的 转化 ; @ 在 受 底 物 抑制 时 
也 可 获得 较 高 的 转化 率 ; @ 反 应 过 程 中 调节 pH 、 供 氧 、 中 途 补 再生 用 的 固定 化 酶 
和 特殊 底 物 等 都 很 方便 。 缺 点 是 由 于 搅拌 桨 产生 的 剪 切 力 较 大 , 易 打 碎 固 定 化 酶 
颗粒 。 

(2) 固定 床 反 应 器 

固定 床 反应 器 (packed bed reactor. PBR) 是 工业 生产 及 研究 中 应 用 最 为 普遍 
的 反应 器 ,是 一 种 适用 于 固定 化 酶 催化 反应 的 ,高 效 的 反应 器 (图 8-22)。 固 定 化 
酶 通常 可 以 各 种 形态 ,如 球状 ,碎片 . 碟 形 、 薄 片 等 填充 在 = 
反应 器 内 , 制 成 稳定 的 柱 床 ,以 一 定 的 速度 通 入 底 物 溶 
液 ,催化 反应 完成 时 ,收集 流出 的 反应 液 。 在 PBR 内 流 
体 的 流动 型 态 接近 于 活塞 流 型 。 

PBR 的 优点 是 :单位 反应 器 容积 的 固定 化 酶 颗粒 装 
填 密度 高 ;构造 简单 ,因而 容易 使 工程 规模 放大 ; 剪 切 力 d 
小 , 故 适用 于 容易 磨损 的 固定 化 生物 催化 剂 ;反应 器 内 流 
动 状态 近似 于 活塞 流 。 图 8-22 固定 床 反应 器 
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固定 床 反应 器 具有 以 下 缺点 : 传 质 传 热 系 数 相 对 较 低 ; 当 反 应 液 粘度 较 大 或 含 
有 固体 颗粒 时 ,不 宜 采用 PBR; Æ PBR 底层 的 固定 化 酶 颗粒 所 受 压 力 较 大 ,容易 
使 固定 化 酶 颗粒 破坏 ,可 在 PBR 中 间 加 装 托 板 分 隔 床 层 来 减少 底层 的 固定 化 酶 颗 
粒 所 受 压 力 ;固定 床 内 压力 降 较 大 ,必须 加 压 供 给 底 物 溶液 ;更 换 部 分 催化 剂 较 麻 
烦 。 多 数 情况 下 ,采用 阶 式 固定 床 , 即 把 填充 层 分 成 几 段 ,再 将 各 段 连接 起 来 使 用 ， 
按照 各 段 使 用 时 间 的 长 短 即 酶 失 活 程度 的 顺序 ,依次 更 换 时 间 最 长 一 段 中 的 催 
化 剂 。 

(3) 流 化 床 反应 器 

流 化 床 反 应 器 (fluidized bed reactor,FBR) 操 作 时 , 底 物 溶液 以 足够 大 的 流速 
向 上 通过 固定 化 酶 床 层 时 ,使 固定 化 酶 颗粒 处 于 流 化 状态 (图 8-23)。 这 种 反应 器 
内 反应 液 的 混合 程度 介 于 CSTR 的 全 混流 型 和 PBR 的 活塞 流 型 之 间 。FBR 的 优 
点 是 :混合 均匀 , 传 热 及 传 质 性 能 好 ;可 用 于 处 理 黏 性 大 和 含有 固体 颗粒 的 反应 液 ; 
也 可 用 于 需要 供 气 和 排放 气体 的 反应 ( 即 固 、 液 . 气 三 相反 应 ) ; 较 容易 调节 温度 和 pH。 

但 是 FBR 也 有 一 些 缺 点 : FBR 中 混合 均匀 , 故 不 适合 于 有 产物 抑制 的 反应 ; 
固定 化 酶 颗粒 流 态 化 要 求 流体 流速 必须 提高 到 一 定 程 度 , 而 流动 速度 过 高 ,会 导致 
催化 反应 不 完全 ,在 不 能 获得 足够 高 的 反应 转化 率 时 ,必须 在 满足 流 态 化 的 流速 范 
围 内 ,将 部 分 反应 液 再 循环 ;高 流速 增加 了 运转 成 本 ,工程 规模 放大 也 困难 。 

(4) 膜 反应 器 

膜 反应 器 (membrane reactor，MR ) 是 将 酶 的 催化 反应 与 半 透 膜 的 分 离 作 用 
组 合 在 一 起 的 反应 器 。MR 的 优点 是 :不 需要 进行 特别 处 理 , 即 可 将 酶 “固定 化 ”; 
反应 液 连续 排出 ,因此 适用 于 有 产物 抑制 作用 的 催化 反应 ;多 数 情况 下 ,无 须 对 酶 
进行 任何 化 学 修饰 ,能 以 游离 状态 使 用 ,因而 没有 像 固定 
化 酶 那样 在 底 物 接近 酶 时 的 位 阻 效 应 。 缺 点 是 :对 于 不 
稳定 的 酶 ,必须 采取 添加 稳定 剂 等 稳定 化 措施 ;有 了 时 膜 会 ? o 
因 污染 或 微 孔 堵塞 而 功能 下 降 ,为 此 ,必须 有 一 套 可 靠 有 oo? 


| 一 一 出 口 


效 的 清洗 手段 ,如 反 冲 清洗 等 ;成 本 较 高 ,导致 工程 规模 | .9 o 
放大 费用 增高 。 oo o 

膜 可 根据 其 分 离 的 粒子 大 小 进行 分 类 , 即 按 膜 的 孔 fos 。 
fei SE N: EBE ARE ABER RGEMO [o0 


及 普通 过 滤 膜 。 膜 可 制 成 螺旋 状 、 中 空 纤维 状 、 管 状 、 毛 
细 管 状 、 平 板 状 等 形式 的 膜 组 件 。 选 取 用 于 膜 反 应 器 的 
膜 形状 时 ,必须 从 便于 清洗 以 防止 微生物 污染 ,以 及 膜 孔 
不 易 堵 塞 等 角度 考虑 。 图 8-23 流 化 床 反 应 器 
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2. 固定 化 酶 反应 器 的 选择 


可 用 于 固定 化 酶 或 固定 化 细胞 反应 的 反应 器 型 式 很 多 ,选择 反应 器 需要 考虑 
多 方面 的 因素 : 固定 化 酶 的 形状 和 尺寸 ; 固定 化 酶 的 机 械 强 度 和 密度 ; OR 
应 操作 的 要 求 ; @ 杂 菌 污染 的 解决 方法 ; @ 反 应 速率 方程 类 型 ; @ 底 物 (溶液 ) 的 
性 质 ; @ 催 化 剂 的 再 生 ,新 催化 剂 更 换 的 难 易 ; @ 反 应 器 内 装 液 量 和 固定 化 酶 表 
面积 比 ; @ 物 质 传递 特性 ; 四 反应 器 制作 和 运行 成 本 。 

A) 固定 化 酶 的 形状 

固定 化 酶 的 形状 有 颗粒 状 、 膜 状 及 纤维 状 三 种 ,其 中 颗粒 状 比 表面 积 大 , 故 应 
用 最 普遍 。 根 据 催化 剂 的 形状 ,可 大 致 确定 反应 器 型 式 。 颗 粒 催化 剂 宜 采 用 搅拌 
AE .固定 床 ` 流 化 床 和 鼓 泡 塔 反应 器 。 若 固定 化 酶 颗粒 微小 ,如 使 用 固定 床 反应 器 ， 
则 压 头 损失 过 大 且 流 量 小 ,因此 宣 采 用 流 化 床 反 应 器 。 对 膜 状 催 化 剂 ,可 选用 螺旋 
卷 式 ,转盘 式 、 平 板式 及 中 空 纤维 式 等 膜 式 反应 器 。 

(2) 固定 化 酶 的 机 械 强 度 和 密度 

固定 化 酶 的 机 械 强度 越 大 越 好 。 凝 胶 包 埋 法 和 微 胶囊 法 制备 的 固定 化 酶 的 机 
械 强度 要 比 以 纯粹 固体 作 载体 的 催化 剂 差 得 多 ,如果 采用 搅拌 饶 反 应 器 ,催化 剂 颗 
粒 易 被 搅拌 桨 叶片 的 剪 切 力 损坏 。 采 用 凝 胶 粒子 填充 固定 床 反应 器 时 , 若 塔 身 过 
高 ,因为 凝 胶 本 身 的 重量 会 引起 颗粒 压 紧 或 变形 ,使 得 压 头 损 失 增 大 ,为 了 避免 这 
种 情况 ,可 在 反应 器 中 加 多 孔 托 板 等 进行 分 隔 , 以 减少 固定 化 酶 所 承受 的 压力 。 采 
用 流 化 床 式 反 应 器 时 ,固定 化 酶 颗粒 不 能 太 大 ,密度 要 与 反应 液 的 密度 相当 ,并 有 具 
有 较 高 的 强度 。 当 催化 过 程 需 要 气体 参与 时 , 则 采用 鼓 泡 式 反 应 器 较为 适宜 。 

(3) 反应 操作 的 要 求 

固定 化 酶 反应 的 反应 液 通常 包括 一 些 有 机 化 合 物 , 故 在 长 时 间 连 续 操 作 过 程 
中 始终 有 被 微生物 污染 的 可 能 ,反应 器 在 结构 上 必须 便于 清洗 。 为 了 能 在 尽量 高 
的 温度 下 操作 ,应 尽 可 能 选用 耐 热 性 强 的 酶 。 因 固定 化 酶 要 失 活 ,反应 器 在 构造 上 
应 便于 催化 剂 再 生 、 补 充 和 更 换 。 有 的 酶 反应 需要 调节 pH, 有 的 需要 供应 氧气 ， 
有 的 需要 间断 地 加 入 或 补充 底 物 ,对 于 这 些 操 作 ,CSTR 均 可 以 满足 要 求 。 

(4) 底 物 的 性 质 

底 物 的 性 质 是 影响 反应 器 选择 的 重要 因素 。 可 溶性 底 物 适 用 于 所 有 的 反应 
器 ; 难 溶 底 物 或 者 底 物 溶液 黏度 较 大 , 易 堵 塞 柱 床 ,可 选用 流 化 床 反 应 器 ;对 于 颗粒 
状 底 物 ,可 通过 提高 CSTR 的 搅拌 速度 使 颗粒 状 底 物 和 固定 化 酶 在 溶液 中 呈 悬 浮 
状态 , 故 颗 粒状 底 物 溶液 可 适用 于 CSTR。 但 是 ,搅拌 速度 过 高 易 打 碎 固定 化 酶 ， 
因此 ,应 适当 控制 搅拌 速度 。 

另外 ,反应 动力 学 方程 的 类 型 .反应 器 制作 和 运行 成 本 等 也 都 是 选择 固定 化 酶 
反应 器 的 重要 因素 。 


第 8 章 固定 化 酶 (细胞 ) 反 应 原理 与 技术 253 


j a 


81 什么 是 固定 化 酶 (细胞 )? 与 游离 酶 相 比 固定 化 酶 (细胞 ) 具 有 哪些 优 
越 性 ? 

8-2 常用 的 制备 固定 化 酶 (细胞 ) 的 方法 有 哪些 ? 简 述 其 优 缺 点 及 适用 范围 。 

8-3 简 述 酶 经 固定 化 后 其 稳定 性 增加 的 原因 。 

8-4 制备 固定 化 酶 (细胞 ) 的 基本 原则 是 什么 ? 

8-5 酶 经 固定 化 后 ,导致 其 性 质 发 生变 化 的 原因 有 哪些 ? 

8-6 某 酶 催化 反应 的 Ke y 6. 7X 107* molL, 底 物 浓度 为 2X10-4 mol/ 
L4 Vs 为 4.5X10-5 mol/(L。min) RKR: 

CD 在 竞争 性 抑制 剂 与 非 竞争 性 抑制 剂 浓 度 均 为 6X10* mol/L 条 件 下 的 反 
应 速率 ; 

(2) 假定 KH 3X 107* mol/L, 求 在 上 述 两 种 抑制 情况 下 的 抑制 程度 。 

8-7 将 酶 固定 在 无 微 孔 的 球形 载体 上 ,在 忽略 外 扩散 效应 影响 的 情况 下 , 测 
得 Ko。 为 4.7X10-5 mol/L,V mx H 3. 5X 105 mol/(L。s)。 将 该 固定 化 酶 颗粒 置 
TAI EO 2X 107 * mol/L 的 生物 反应 器 中 进行 催化 反应 ,已 知 在 上 述 操作 条 
件 下 的 体积 传 质 系 数 kLa H 3.5X 10 s, BOR: 

CD 底 物 在 固定 化 酶 外 表面 的 反应 速率 ; 

(2) 固定 化 酶 的 外 扩散 有 效 因 子 。 

8-8 将 酶 制 成 均匀 的 固定 化 酶 平板 ,假定 固定 化 酶 催化 反应 符合 一 级 反应 
动力 学 方程 , 设 液 膜 传 质 系数 为 ks ,在 固定 化 平板 中 底 物 有 效 扩散 系数 为 D.。 试 
分 别 推导 外 扩散 有 效 因子 关 和 内 扩散 有 效 因子 p KER. 

8-9 在 一 多 和 孔 的 球形 固定 化 酶 颗粒 内 发 生 一 级 不 可 逆反 应 ,固定 化 酶 球形 
颗粒 的 直径 分 别 为 D1 和 Da: 时 ,相应 的 有 效 因 子 分 别 为 畴 和 轧 , 试 证 明 当 反应 过 程 
完全 受 颗 粒 的 内 扩散 控制 时 ,该 固定 化 酶 的 有 效 因子 与 其 颗粒 直径 有 如 下 关系 : 


qp D 
m D: 


8-10 ”蔗糖 酶 催化 的 反应 如 下 : 
Ci; Hz Ou + H0 —C, Hi; O, +C; Hi; Os 
GERD (葡萄 糖 ) (果糖 ) 
将 芒 糖 酶 固定 在 直径 为 2 mm 的 微 孔 球形 树脂 颗粒 上 ,该 反应 在 一 篮 式 离心 
反应 器 内 进行 ,可 忽略 外 扩散 限制 的 影响 。 芒 糖 浓 度 为 1. 2 kg/m? ,蔗糖 水 溶液 在 
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树脂 中 的 有 效 扩散 系数 为 1.3X10 2 m/s, 表 观 反 应 速率 为 1.6X10 3? kg/(s * m’) 
(树脂 ) ,Ko 为 4 kg/m? 。 试 求 内 扩散 有 效 因子 。 


8-11 


若 某 酶 的 催化 反应 存在 底 物 抑制 ,其 动力 学 模型 为 
uc Vaa S 
S-EK, -- S'7Ks 


d S,— 50 g/L, Vmr —12. 5 g/(L * h) (固定 化 酶 ),K。 王 0. 15 g/L, Ks = 
15 g/L, 拟 采用 填充 床 式 反 应 器 ,空隙 率 为 0.75, 试 求 底 物 转化 率 达到 90% 所 需 的 
反应 时 间 。 
8-12 固定 床 固定 化 酶 反应 器 与 流 化 床 固 定 化 酶 反应 器 相 比 较 具 有 哪些 优 


缺点 ? 


符号 说明 


反应 器 横 截 面积 ,m? 

固定 化 酶 颗粒 外 表面 面积 ,m* 
1 mol 底 物 能 生成 目的 产物 的 理论 
量 ,mol 

扩散 系数 

有 效 扩散 系数 ,m/h 

酶 的 浓度 ,mol/L 

起 始 酶 活力 ,mol/L 

酶 - 底 物 复合 物 浓度 ,mol/L 
通过 反应 器 的 底 物 溶液 体积 流量 ， 
m!/h 

抑制 剂 浓度 

传 质 系 数 

体积 传 质 系 数 ,s 

表 观 米 氏 常数 

EI 络 合 物 的 解 离 常数 

底 物 抑制 动力 学 常数 

一 级 反应 速率 常数 
反应 器 长 度 ,m 
扩散 通 量 ,mol/(m? * s) 

产物 浓度 ,mol/L 

贝克 来 数 


反应 器 生产 率 
固定 化 酶 颗粒 半径 ,m 

底 物 的 初始 浓度 ,mol/L 

底 物 或 其 他 效应 物 等 在 微 环境 中 的 
局 部 浓度 ,mol/L 

流入 反应 器 的 底 物 浓度 ,mol/L 
流出 液 中 底 物 的 浓度 ,mol/L 

分 配 效应 影响 下 的 底 物 浓度 ,mol/L 
时 间 ,s 

热力 学 温度 

液 泛 速度 

反应 液 流速 

扩散 传 质 速 率 ,mol/(L。s) 

实效 反应 速率 ,mol/(L。s) 

本 征 反应 速率 ,mol/(L。s) 

最 大 反应 速率 ,mol/(L。s) 
固定 化 酶 颗粒 体积 ,ms? 

分 配 效 应 影响 下 固定 化 酶 的 反应 速 
率 ,mol/(L。，s) 

荷 电 溶质 的 电荷 

空隙 率 

反应 实效 系数 
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P. 液 相 密 度 x 底 物 转化 率 
T 反应 器 的 空 时 v 电荷 载体 产生 的 静电 位 
$ LLL 
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提 要 


生物 反应 过 程 服 从 质量 守恒 和 能 量 守恒 定律 。 根 据 质 量 和 能 量 守恒 定律 ,可 
以 确定 生物 反应 过 程 中 的 定量 关系 ,为 工程 实践 提供 理论 指导 。 

如 果 对 整个 生物 反应 过 程 了 解 得 比较 清楚 ,可 以 通过 元 素 守恒 方程 和 还 原 度 
来 对 生物 反应 过 程 进行 衡 算 。 但 是 由 于 生物 反应 过 程 的 复杂 性 ,建立 准确 的 元 素 
衡 算 方程 是 十 分 困难 的 ,在 很 多 情况 下 必须 借助 数学 模型 或 者 利用 数学 统计 方法 
来 进行 质量 衔 算 。 

参与 生物 反应 过 程 的 底 物 一 般 具有 三 个 方面 的 作用 : @ 合 成 新 的 生物 细胞 ， 
满足 生物 生长 需要 ; 加 合成 代谢 产物 ; 回 提 供 必须 的 能 量 进行 代谢 反应 。 根 据 底 
物 的 代谢 途径 ,建立 起 物质 衡 算 方程 ,并 利用 得 率 系 数 , 可 以 分 别 考察 碳 、 氮 、 氧 、 
ATP 等 物质 在 整个 生物 反应 过 程 中 的 变化 规律 ,进而 确定 底 物 与 产物 之 间 的 定量 
关系 。 

细胞 内 进行 的 生物 反应 服从 热力 学 定律 ,并 且 生物 反应 一 般 为 开放 体系 反应 ， 
可 以 从 细胞 生长 的 宏观 生物 学 现象 来 描述 细胞 内 的 反应 与 热力 学 之 间 的 关系 ,可 
以 利用 不 可 族 过 程 的 热力 学 来 对 生物 反应 进行 研究 。 通 过 分 析 氧 化 烩 变 、 自 由 能 
与 细胞 生长 量 之 间 的 关系 ,确定 能 量 对 细胞 生长 的 得 率 。 根 据 在 单一 碳 源 培 养 基 
内 碳 源 消耗 形成 生物 细胞 、 代 谢 产 物 以 及 完全 氧化 的 条 件 下 建立 的 质量 衡 算式 可 
以 写 出 烩 变 的 能 量 衡 算 式 , 利 用 能 量 衡 算式 可 以 确定 底 物 与 产能 之 间 的 关系 。 并 
可 以 估算 生物 反应 过 程 中 的 产 热 速 率 。 


9.1 质量 和 能 量 衡 算 的 意义 


生物 反应 工程 在 研究 某 一 反应 过 程 时 ,经 常 利用 质量 衡 算 和 能 量 衡 算 等 方法 
建立 数学 模型 来 研究 反应 过 程 的 规律 性 。 在 生物 反应 过 程 中 ,物质 和 能 量 的 变化 
是 最 基本 最 重要 的 运动 形式 。 质 量 衡 算是 建立 生物 反应 工程 数学 模型 的 有 效 方 
法 ,其 含义 是 指 在 质量 守恒 的 基础 上 对 任 一 反应 过 程 体系 所 含 物质 的 总 质量 、 进 入 
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体系 中 的 总 质量 和 从 体系 中 流出 的 总 质量 进行 的 计算 分 析 。 能 量 衡 算 是 在 能 量 守 
人 恒 的 基础 上 对 反应 体系 总 能 量 的 变化 和 体系 生成 的 总 能 量 ,以 及 体系 对 环境 所 做 
功 之 间 的 关系 进行 的 数学 计算 。 由 于 参与 生物 反应 过 程 的 成 分 较 多 、 反 应 途径 复 
杂 、 代 谢 产物 不 单一 ,同时 生物 反应 过 程 还 会 受到 众多 因素 的 影响 ,因此 ,生物 反应 
过 程 具有 高 度 的 复杂 性 ,但 是 生物 反应 过 程 仍然 服从 质量 守恒 和 能 量 守 恒定 律 。 
生物 反应 过 程 中 培养 基 的 含 碳 、 氨 、 氧 、 氮 和 其 他 元 素 的 分 子 在 细胞 代谢 过 程 中 进 
行 重组 ,整个 反应 体系 中 各 个 元 素 的 总 量 是 不 变 的 。 

对 生物 反应 过 程 进行 质量 和 能 量 衡 算 具有 十 分 重要 的 意义 。 首 先 ,可 以 依 此 
来 了 解 反应 物 和 生成 物 之 间 的 定量 关系 ,了 解 生 物 反 应 过 程 耗 能 量 或 产能 量 ,推算 
出 反应 体系 的 得 率 范 围 , 通 过 已 知 量 求 得 未 知 量 。 其 次 ,质量 衡 算 和 能 量 衔 算是 生 
物 反 应 器 设计 的 基础 ,是 生物 反应 器 设计 的 关键 环节 之 一 , 它 为 生物 反应 过 程 中 使 
用 的 介质 的 合理 设计 提供 基本 数据 。 再 次 ,对 于 已 有 的 生产 过 程 ,质量 和 能 量 衡 算 
能 够 为 生产 运转 是 否 正 常 .问题 所 在 和 过 程 优化 设计 提供 参考 数据 ;对 于 新 建 的 装 
置 和 生产 过 程 ,质量 和 能 量 衡 算 可 为 设备 设计 .过程 优化 .过 程控 制 和 经 济 评估 等 
提供 必要 的 计算 数据 ,所 以 质量 和 能 量 衡 算是 解决 工程 问题 的 一 个 有 效 手 段 。 最 
后 ,进行 质量 和 能 量 衡 算 要 从 生物 反应 过 程 中 细胞 代谢 机 理 出 发 ,对 细胞 生理 代谢 
前 后 的 数据 进行 计算 分 析 和 数学 处 理 ,建立 细胞 生理 代谢 的 数学 模型 ,这 样 可 以 比 
较 准确 地 描述 生物 细胞 的 代谢 行为 ,并 为 研究 生物 反应 过 程 中 的 细胞 代谢 机 理 提 
供 方法 ,而 且 还 可 以 为 生物 反应 过 程 实现 自动 控制 提供 模型 数据 。 


9.2 生物 反应 过 程 的 元 素 衡 算 方程 及 还 原 度 


为 了 表示 出 细胞 反应 过 程 各 个 物质 和 各 组 分 之 间 的 数量 关系 ,最 常用 的 方法 
是 对 各 个 元 素 进行 元 素 衡 算 。 如 果 对 整个 生物 反应 了 解 得 比较 清楚 ,就 能 列 出 完 
整 的 质量 和 能 量 衡 算 式 。 对 生物 反应 进行 元 素 衡 算 之 前 ,首先 要 确定 细胞 的 元 素 
组 成 和 其 分 子 式 ,为 了 简化 和 计算 方便 ,一 般 将 细胞 的 分 子 式 定义 为 CH.OsNs ,而 
忽略 其 他 微量 元 素 P、S 和 灰分 等 。 不 同 种 类 的 生物 细胞 以 及 同一 种 类 的 生物 细 
胞 处 于 不 同 培养 条 件 或 不 同 生长 阶段 ,其 元 素 组 成 比例 都 是 不 同 的 。 但 是 大 量 的 
试验 和 分 析 证 明 , 同 种 类 的 生物 细胞 虽然 在 不 同 培养 条 件 下 细胞 元 素 组 成 比例 有 
所 不 同 , 但 是 差别 不 大 ,因此 可 以 看 作 是 相对 稳定 的 。 不 同 种 类 的 生物 细胞 元 素 含 
量 比例 虽然 相差 比较 多 ,但 是 碳 、 氧 、 氧 、 氮 这 几 种 主要 元 素 含量 也 是 比较 接近 的 ， 
如 表 9-1 所 示 。 
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表 9-1 生物 细胞 元 素 组 成 5 


细 胞 限制 性 | 稀释 元 素 含量 /%( 质 量 分 数 ) 实验 化 学 式 
底 物 | 率 C H N [9] P S | X^ 
Bacteria 53.0| 7.3 | 12.0 | 19.0 8 | CHi. sss No2Oo.2 
Bacteria 47 4.9 | 13.7 | 31.3 CHz No. 25 Oo. 
人 48.7| 7.3 | 13.9 | 21.1 8.9 | CHis No. z4 Oo. 33 
aerogenes 
fremere 甘油 | 0.1 | 50.6| 7.3 | 13.0 | 29.0 CHi. 4 No. 22 Oo. 43 
aerogenes 
K.aerogenes | 甘油 | 0.85 | 50.1| 7.3 | 14.0 | 28.7 CH3. 73 No. 24 Oo. 43 
Yeast 47 65 | 7.5 |31.0 8 | CHi. ss No. 13 Oo. 49 
Yeast 50.3 | 7.4 | 8.8 | 33.5 CH3. 7s No. 1s Oo. 5 
Yeast 44.7 | 6.2 | 8.5 | 31.2 |1.08 | 0.6 CH. s4 No. 16 Oo. 52 
Candida utilis| 葡 萄 糖 | 0.08 | 50 7.6 | 11.1 | 31,3 CH3. s2 No. 19 O0. 47 
C. utilis | 葡萄 糖 | 0.45 | 46.9 | 7.2 | 10.9 | 35.0 CH3. s4 No. 2 Oo. s6 
C. utilis 酒精 | 0.06 | 50.3 | 7.7 | 11.0 | 30.8 CH; s2 No. 19 Oo. 46 
C. utilis 酒精 | 0.43 | 47.2| 7.3 | 11.0 | 34.6 CHia No. 2 Oo. s5 


用 CH, O;N; 表示 细胞 组 成 通 式 , 对 生物 反应 过 程 可 以 列 出 以 下 化 学 反应 式 : 
CH,O,+aO:+6bNHs —>cCH, ON; +dCH;O,N.+eH;O+ fCO; 
xh: CH 0, 一 一 底 物 的 元 素 组 成 ; 
CH。OpN; 一 一 细胞 的 元 素 组 成 ; 
CH.O,N- 一 一 产物 的 元 素 组 成 。 

对 于 一 个 具体 的 生物 反应 过 程 ,首先 测定 出 反应 物 与 产物 的 元 素 组 成 ,通过 元 
素 衡 算 以 及 底 物 消耗 与 产物 生成 之 间 的 关系 ,可 以 求 出 细胞 反应 元 素 衡 算 方程 的 
各 个 系数 。 

一 个 有 nn 种 化 合 物 (Ai,As,…,A,) 组 成 的 反应 体系 ,各 化 合 物 浓度 分 别 为 
Ci C (C, HAC ERG I 


C€— (C; ,C; ,---,C,) (9-D 
如 果 这 些 化 合 物 间 发 生产 个 独立 的 反应 ,其 反应 速率 分 别 为 疡 ,m:,…,rw FH 
矢量 表示 为 
Fr 一 (my7r2 yy7m) (9-2) 
反应 体系 中 m 个 反应 方程 式 的 计量 系数 可 用 wm Xn 维 的 矩阵 4 表示 如 下 : 
A= (aj) nx» (9-3) 
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反应 体系 中 每 一 种 化 合 物 A; 的 反应 速率 分 别 是 mi ,raz,… iras ,用 矢量 表示 为 


1A 一 (7rAly7rA2 TAn) (9-4) 
矢量 rA S rA 的 关系 为 
ra=rA (9-5) 
设 化 合 物 A; 与 环境 的 交换 速率 为 $;, 反 应 体系 的 体积 为 V, 则 有 
SG) ,Vtgv (9-6) 
若 反 应 体系 体积 V 保持 不 变 , 则 式 (9-6) 写 成 
d.d (9-7) 


dt 
考虑 反应 体系 中 所 有 的 化 合 物 , 写 出 矩阵 方程 


€- =rå+ġ (9-8) 
式 中 : 外 一 (加 ,加 办) o 
如 果 体 系 中 个 化 合 物 中 包含 种 元 素 , 则 用 和 矩阵 表示 为 
E— (ey Ys (9-9) 
RP: ej; 代表 第 i 个 化 合 物 中 存在 的 化 学 元 素 j 的 数目 。 通 常生 物 反应 体系 的 体 
积 都 是 不 变 的 ,将 式 (9-8) 的 两 边 同 乘 以 E, 就 导出 元 素 衡 算 方程 : 


CE)=rAE+GE (9-10) 


就 n 种 化 合 物 参与 的 m 个 反应 的 体系 而 言 , 每 种 元 素 在 反应 过 程 中 遵守 元 素 
守恒 定律 , 则 用 矩阵 方程 表示 有 


rAE—0 (9-11) 
7 天 0, 因 此 

AE—0 (9-12) 
式 (9-12) 是 元 素 守 恒 方 程式 。 对 于 一 个 稳 态 体系 ,根据 式 (9-8) 和 式 (9-12) 可 知 ， 

$E—0 (9-13) 


式 (9-13) 是 指 在 体积 不 变 的 稳 态 条 件 下 ,流入 和 流出 反应 体系 的 元 素 守 恒 方 程 。 
其 中 的 矩阵 元 可 以 由 试验 测定 或 者 人 为 控制 ,而 且 不 需要 考虑 流出 和 流 进 体系 的 
所 有 化 合 物 ,只 要 考虑 那些 与 环境 交换 在 数量 上 不 可 忽略 的 化 合 物 即 可 。 如 一 
生物 培养 体系 中 ,生物 细胞 内 出 现 许多 代谢 反应 ,许多 代谢 反应 的 中 间 物 只 出 现在 
生物 细胞 内 的 代谢 循环 过 程 中 ,而 不 出 现在 生物 细胞 外 。 因 此 ,只 考虑 那些 细胞 与 
培养 介质 有 交换 , 且 数 量 不 可 忽略 的 化 合 物 。 

对 于 一 个 生物 反应 过 程 体系 ,假设 生物 细胞 、 底 物 、 产 物 和 和 氮 源 的 元 素 组 成 分 
别 是 :Cs Hs O. Na, C, Ho, Oc, Na, xC, Ho, O- Na, 和 Ca, Hj, Os, Na, ;$; 表示 相应 物 
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质 的 交换 速率 。 当 体系 达到 稳 态 时 ,根据 元 素 守 恒 方 程 (9-13) 可 得 如 下 关系 中 : 


lco ao 
$, 底 物 产物 ó, 
^ A 生物 反应 器 细胞 " 
e: 
Ís 
a b ca d 
as bs c» dz 
a; bs cs ds 
(dido dadas de gg as bi ca d, |=(0,0,0,0) (9-14) 
0 0 2 0 
1 0 2 0 
0 2 1 0 


式 (9-14) 展 开 后 得 到 含有 7 个 物质 交换 速率 的 4 个 线性 代数 方程 。 因 此 ,只 有 3 
个 物质 交换 速率 可 独立 变化 ,一 旦 确定 3 个 速率 ,如 底 物 、 氮 源 和 0O;, 则 其 余 的 速 


率 就 可 以 解 出 。 


生物 反应 过 程 都 是 比较 复杂 的 ,代谢 产物 不 仅 有 HO 和 CO; ,还 有 许多 其 他 
的 产物 ,在 这 种 情况 下 ,有 必要 引入 还 原 度 这 个 概念 应 用 于 生物 反应 过 程 的 元 素平 
衡 。 有 机 物 的 还 原 度 y 定义 为 1 mol 碳 原子 可 利用 的 电子 的 摩尔 数 , 即 化 合 物 氧 
化 成 CO。 H:O 和 NHs 时 所 传递 给 氧 的 电子 数 。 一 些 常见 元 素 的 还 原 度 : C 为 4， 
HH 为 1,N 为 一 3,0 为 一 2,P 为 5,S 为 6。 在 化 合 物 中 元 素 的 还 原 度 等 于 该 元 素 的 
化 合 价 。 如 在 CO; 中 碳 的 化 合 价 为 4,NH; 中 N 的 化 合 价 为 一 3。 可 以 计算 出 化 合 
物 COs 和 NH; 还 原 度 为 0。 常 见 有 机 化 合 物 的 还 原 度 计 算 如 下 : 


甲烷 (CH4): y 0X4-4XD/1-8 


葡萄 糖 (Ces H206): y=[6X4+12X1+6X (—2)]/6=4 
乙醇 (CHsOH): y=[2X4+6X1+1X(—2)]/2=6 


对 于 某 一 生物 反应 过 程 : 


CH,O, 二 a0: 十 ONH: 一 <CH.OsNs 十 dCH-O,N- 十 eH:OT 二 CO: 


底 物 细胞 产物 
则 底 物 .细胞 物质 和 产物 的 还 原 度 分 别 是 : 
Ys =4+m— 2n 


Xe 一 4 十 c 一 28 一 30 
一 4 十 工 一 27y 一 3z 
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利用 上 面 的 反应 计量 式 , 可 以 写 出 各 个 元 素 的 元 素 衡 算 式 、 电 子 衡 算 式 、 能 量 
衡 算式 和 质量 衡 算式 。 由 于 在 反应 中 水 的 生成 及 利用 的 水 是 难以 确定 的 ,而 且 水 
是 过 量 的 ,因此 氨 和 氧 的 衡 算 式 难以 应 用 。 所 以 一 般 选 择 碳 衡 算 、 氮 衡 算 和 电子 衡 
算式 ,根据 反应 式 , 有 

ct+d+f=1 
cód-dz—b 
cYs - dYp — Ys — Aa 

利用 实验 数据 就 有 可 能 解 出 这 组 方程 ,从 而 可 以 对 该 反应 进行 其 他 的 数据 计 
算 以 及 建立 数学 模型 。 但 是 生物 反应 过 程 是 一 个 复杂 的 反应 体系 ,反应 途径 和 代 
谢 产物 的 复杂 性 ,决定 了 建立 严格 的 元 素 衡 算 方程 是 十 分 困难 的 ,很 多 情况 下 必须 
借助 数学 模型 或 者 数学 统计 方法 来 进行 质量 衡 算 。 

【 例 9-1】 对 某 一 生物 反应 过 程 ,经 实验 测量 表明 细胞 能 将 底 物 (葡萄 糖 ) 中 
Weng 2/3 转化 成 细胞 物质 。 其 反应 化 学 计量 式 为 

Ce Hız Os +a0O: HNH; —> c(C4.4 Hz 5 No. s6 O1.2)+ d H2O-- eCO; 
试 确定 此 反应 化 学 计量 式 的 计量 系数 。 


解 : 1 mol 底 物 (葡萄 糖 ) 中 碳 的 量 为 72 g， 则 转化 成 细胞 物质 的 碳 为 72X 之 一 


48 g, 因此 有 4. 4c 12—48. W] c—0. 909. 转化 成 CO; 的 碳 的 量 为 72 一 48 一 24 g, 
WA 12e—24.WJ e =2, 

根据 氮 衡 算 : 140—0. 86c5 14. Bl] 5—0. 782 

根据 氨 衡 算 : 12 十 36==7. 3c 十 2d , 则 d —3. 854 

根据 氧 衡 算 : 6 164-23 16X a4 —1. 2X 16 X c-2 X 16 X e-- 16d , Bl] a=1. 47 

因此 可 写 出 此 反应 过 程 的 化 学 计量 式 : 

Cs Hi O; +1. 470, +0. 782NH, 一 ~ 
0. 909 CC, , Hz, 5 No.86 Oi, 2) +3. 854H2 Od-2CO; 


9.3 生物 反应 过 程 中 的 质量 衡 算 


生物 细胞 进行 生物 反应 过 程 中 ,参与 生物 反应 过 程 的 底 物 一 般 具 有 三 个 方面 
的 作用 : @ 合 成 新 的 生物 细胞 ,满足 生物 生长 需要 ; 回合 成 代谢 产物 ; 加 提供 必须 
的 能 量 进行 代谢 反应 。 参 与 生物 反应 的 底 物 与 生成 的 细胞 和 产物 以 及 能 量 之 间 的 
动态 关系 可 以 用 图 9-1 来 说 明 。 

图 9-1 中 的 实 线 代表 物质 流 , 虚 线 代表 能 量 流 。 生 物 反应 过 程 中 所 需 能 量 是 
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以 ATP 或 类 似 的 高 能 化 合 物 形式 存在 的 。 能 量 一 般 由 两 种 过 程 产生 :一 个 过 程 
是 底 物 完全 氧化 为 CO* 和 HO( 氧 化 磷酸 化 ), 即 有 和 氧 代谢 产能 过 程 ;第 二 种 过 程 
是 底 物 降解 为 乳酸 等 简单 产物 ( 底 物 水 平 磷酸 化 )\CO* 和 HO 等 , 即 无 氧 代谢 产 
能 过 程 ,这 一 过 程 中 有 第 一 类 产物 的 生成 ( 即 在 底 物 水 平 磷酸 化 过 程 中 生成 的 产 
物 , 如 乙醇 乳酸、 柠檬 酸 等 )。 有 时 在 含 碳 底 物 过 量 ,而 在 含 氮 \ 镁 等 底 物 限制 情况 
下 ,会 产生 鞭 能 化 合 物 ,如 储存 在 细胞 内 的 糖 原 脂肪 和 分 泌 于 细胞 外 的 多 糖 , 即 第 
三 类 产物 。 含 碳 底 物 与 含 氮 底 物 一 起 形成 细胞 物质 和 第 二 类 产物 (细胞 外 产物 ) 。 
维持 细胞 内 外 浓度 差 和 进行 细胞 内 的 代谢 反应 所 需要 的 总 能 量 为 维持 能 。 


ETT 
iof < 一 一 ~ 第 二 类 产物 
和 入 氨 、 镁 等 底 物 限制 情况 下 
"ad eh du Li 第 三 类 产物 
底 物 水 平 碍 酸化 \、 n 


一 第 一 类 产物 


SV 
LUV 


Sicamb 了 


= CO, fll H,O 


图 9-1 细胞 、 底 物 .能量 和 产物 关系 图 3 


9.3.1 生物 反应 过 程 中 的 碳 源 和 和 氮 源 衡 算 


1. 生物 反应 过 程 中 的 碳 源 衡 算 


碳 源 是 生物 细胞 生长 和 代谢 必 不 可 少 的 和 最 重要 的 物质 ,对 于 任何 一 种 生物 
反应 过 程 来 说 , 碳 源 的 利用 情况 和 碳 源 的 转化 率 都 是 很 重要 的 指标 。 对 碳 源 进行 
衡 算 可 以 了 解 碳 源 在 生物 细胞 生长 和 代谢 过 程 中 的 动向 ,并 且 可 以 通过 实验 测定 
和 理论 计算 得 到 碳 源 对 产物 的 最 大 得 率 ,为 生产 水 平 的 提高 提供 可 靠 的 依据 。 

根据 碳 源 的 物料 平衡 可 以 列 出 衡 算式 : 

AS=( 一 AS)c 十 (一 AS)。 十 (一 AS) (9-15) 


dS dS dS dS 
dt ( S) 5) «( al 59-369 


或 用 速率 形式 表示 : 
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式 中 : AS 一 一 生物 反应 过 程 中 消耗 的 总 碳 源 量 ; 
(AS)6 一 一 用 于 生成 细胞 物质 消耗 的 碳 源 量 ; 
(AS)。 一 一 用 于 提供 维持 能 消耗 的 碳 源 量 ; 
(AS)p 一 一 用 于 合成 代谢 产物 消耗 的 碳 源 量 。 
如 果 用 Ye 表示 用 于 细胞 生长 部 分 的 碳 源 对 菌 体 的 得 率 系数 (单位 :g/moD , 则 有 


生成 菌 体 的 质量 dX 
用 于 同化 为 菌 体 的 碳 源 消耗 〈 一 4S)c 


Yo 又 被 称 为 理论 得 率 系 数 , 它 与 Yws 不 同 。 由 于 Yxs 一 生成 细胞 的 质量 
(AX)/ 消 耗 底 物 碳 源 的 总 量 (AS) ,因此 Yws 是 生成 细胞 量 相 对 于 碳 源 总 消耗 的 得 
率 系数 。 对 于 同一 种 碳 源 底 物 来 说 ,YG 在 数值 上 大 于 Yxws。 当 无 代谢 产物 生成 ， 
并 且 用 于 提供 维持 能 消耗 的 碳 源 量 很 小 时 ,YG 近似 与 Yws 相 等 ,如 通风 培养 酵母 
细胞 得 到 单 细 胞 蛋白 的 生物 反应 过 程 。 

根据 式 (9-17) 可 得 


Ys (9-17) 


dS)  14dX 
(-38) -i (9-18) 
如 果 用 m 表示 碳 源 的 维持 常数 (单位 :mol/(g。，h)), 则 有 
(-3) —mX (9-19) 
WRH Yp 表 示 碳 源 对 代谢 产物 的 理论 得 率 系数 (单位 :mol/mol) , 则 有 
Y 生成 代谢 产物 的 物质 的 量 dP 
” 用 于 异化 为 代谢 产物 的 碳 源 消耗 (一 dS)。p 
dS) 1dP 
(-3) -4E (9-20) 
根据 式 (9-16)、 式 (9-18) 一 式 (9-20) 可 得 
Soha, mx+ SE (9-21) 
等 式 各 项 同 除 以 X, 则 上 式 变 成 比 速率 形式 ，; 
Qi m g-Qe (9-22) 


xp uu Ad ^E IE S h^ ; 

Qs 一 一 底 物 的 比 消耗 速率 ,mol/(g。h); 

Qe 一 一 产物 的 比 生 成 速率 ,mol/(g*，h)。 

在 以 培养 生物 细胞 为 目的 的 生物 反应 过 程 中 (如 面包 酵母 生产 和 单 细 胞 蛋白 
生产 及 污水 处 理 等 ) ,代谢 产物 的 积累 可 以 忽略 不 计 , 则 式 (9-22) 可 以 简化 为 


Qv im (9-23) 


266 生化 工程 


式 (9-23) 是 以 p 为 自 变量 ,以 Qs 为 因 变量 的 一 条 直线 方程 ,该 直线 在 纵 坐 标 
上 的 截 距 为 维持 常数 ,斜率 为 1 /Ye 。 通 过 试验 测 得 生物 细胞 比 生 长 速率 y 和 所 
对 应 的 碳 源 比 消耗 速率 Qs ,然后 以 Qs 为 纵 坐 标 , 以 A 为 横 坐 标 作 出 一 条 直线 , 通 
过 直线 的 斜率 和 直线 在 纵 坐 标 上 的 截 距 即 可 求 出 YG 和 xm 的 数值 。 

以 葡萄 糖 为 碳 源 ,进行 面包 酵母 和 单 细 胞 蛋白 生产 的 生物 反应 过 程 中 ,可 建立 
下 列 化 学 平衡 : 

6. 6 Ce Hı2Os +2. 10 Oo 一 一 ~ Cs.9 He.s O14+t2.75 CO: 十 3. 42 H:O 
200 6.2 84.5 121 61.6 


如 果 在 酵母 菌 体内 再 计 和 人 除 碳 、 氨 、 氧 以 外 的 其 他 元 素 如 所 、 磷 以 及 灰分 , 则 每 
200 g 葡萄 糖 约 可 得 到 100 g 干 酵母 , 即 以 葡萄 糖 消耗 对 酵母 的 得 率 Yxs 为 0.5。 
实际 上 在 不 同情 况 下 ,Yxs 有 很 大 不 同 。 当 限制 底 物 浓度 较 高 时 ,生物 细胞 的 比 生 


长 速率 较 大 ,这 时 底 物 的 维持 消耗 相对 要 小 很 多 ,有 ns, ). mtr 
Q.— y Yus= dco (9-24) 
[919-2] 用 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 ,在 洲 氧 充足 的 情况 下 连续 培养 Azotobacter 
vinelandii ,结果 如 表 9-2 所 示 。 求 该 微生物 的 理论 得 率 Yo ,维持 常数 m 31r 91 
求 出 不 同 细胞 比 生长 速率 下 葡萄 糖 对 细胞 的 得 率 Y us o 


表 9-2 ”葡萄糖 作 为 唯一 碳 源 通风 培养 Azotobacter vinelandii 的 结果 中 


Q;/(mol/(g * h)) p/h 
0.22X10* 0. 067 
0. 31X107? 0. 098 
0. 35X107? 0.121 
0. 49X107? 0. 200 
0. 50X107? 0. 246 
0.53X107? 0. 300 
0. 74X107? 0. 350 


f. 由 表 9-2 中 的 数据 ,以 o 为 横 坐 标 ,Qs 为 纵 坐 标 , 做 出 weQs 图 ,如 图 9-2 所 示 。 
根据 直线 在 纵 坐 标 上 的 截 距 和 它 的 斜率 倒数 计算 维持 常数 m 和 Yc 得 
m=0. 0014 mol/(g * h), Ysc=64.5 g/mol 
由 式 (9-23) 可 得 
Qs: 1 qm 


P Ye pn 
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y=0.0115x+0.0014 


Qs/(mol/(g-h)) 


0 0.1 02 0.3 0.4 
uhi 


9-2 Azotobacter vinelandii 连续 培养 -Qs 图 


即 
i l,m 
Yys Ye # 
变换 得 
—ogYs _ 
Yws ut mYs 


Hi m —0. 0014 mol/Cg * b) fll Yo —64. 5 g/mol 和 不 同 的 六 代入 上 式 得 
AH 一 0.067 时 ， Yx;s—24. 5 g/mol 
AH 一 0.098 时 ， Yxs=33. 6 g/mol 
AH 一 0. 121 时 ， Yxs 一 36.9 g/mol 
Hp 一 0. 200 时 ， Yxs 一 44.4 g/mol 
/一 0.246 Hf, Yxs 一 47. 2 g/mol 
1 一 0. 300 时 ， Yxs 一 49.6 g/mol 
470.350 时 ， Yxs 一 51. 3 g/mol 


根据 计算 结果 可 知 ,细胞 比 生 长 速率 越 大 或 者 碳 源 比 消耗 速率 越 大 ,Yxs 越 与 


YG 接近 ,Ye 是 Yxws 的 极限 值 。 
2. 生物 反应 过 程 中 的 氮 源 衡 算 
氮 在 生物 反应 过 程 中 的 动态 变化 可 以 用 以 下 模式 描述 : 
底 物 中 的 所 一 一 细胞 中 的 氮 十 
用 数学 速率 表达 式 可 以 表示 为 [5] 


aN)( 73 BOO cg, c) "fs QNOD Ef (N) 


中 的 氮 中 的 氮 中 的 氮 


dP; 
dr 


第 一 类 产物 ， 第 二 类 产物 ， 第 三 类 产物 


(9-25) 
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式 中 : X 一 一 细胞 生成 量 ,g; 
S 一 一 底 物 消耗 量 ,mol; 
忆 一 一 产物 生成 量 ,mol; 
(CN) 一 一 底 物 中 的 含 氮 量 ; 
Bx(N) 一 一 细胞 中 的 含 氮 量 ; 
Be(N) 一 一 产物 中 的 含 氮 量 。 

在 生物 反应 过 程 中 , 氮 源 一 般 不 参与 能 量 的 生成 ,这 是 与 碳 源 不 同 的 地 方 , 其 
他 变化 规律 与 碳 源 衡 算 具 有 相似 之 处 。 生 物 细 胞 中 的 含 氮 量 一 般 随 着 反应 时 间 的 
推移 而 下 降 。 这 是 由 于 在 培养 过 程 中 底 物 中 的 氮 被 消耗 ,使 细胞 摄 入 的 氮 减 少 ,或 
者 因为 由 于 生长 速度 的 下 降 , 细 胞 老化 ,造成 蛋白 质 丢失 。 加 强 补 氮 ,维持 一 定 的 
比 生长 速率 和 稳定 的 摄 氧 率 ,可 使 含 氮 量 稳 定 , 同 时 使 细胞 保持 较 高 的 活力 。 

【 例 9-3】 以 葡萄 糖 和 谷 氨 酰 胺 为 碳 源 ,各 种 氨基 酸 为 氮 源 培养 WuT3 杂交 
瘤 细 胞 生产 IgG 抗体 ,推导 葡萄 糖 和 谷 氨 酰 氮 的 比 消耗 速率 与 细胞 比 生长 速率 之 
间 的 关系 。 

fg. 根据 图 9-1 底 物 与 产物 之 间 的 关系 图 ,葡萄 糖 主要 用 于 细胞 生长 ,第 一 类 
产物 (乳酸 ) 生 成 和 能 量 维持 ,不 生产 第 二 类 产物 和 第 三 类 产物 。 由 物料 衡 算 可 得 


rx Fiac 


+m X 


TGla Ur 7 
Yxcu Y Lec/Glu 


IP :ren 一 一 葡萄 糖 的 消耗 速率 ,mol/h; 
rx 一 一 细胞 的 生长 速率 ,g/h; 
mue 一 一 乳酸 的 生成 速率 ,mol/h; 
Yxwen 一 一 用 于 细胞 生长 部 分 的 葡萄 糖 消 耗 对 细胞 的 得 率 系数 ,g/mol; 
Yuwen 一 一 用 于 生成 乳酸 部 分 的 葡萄 糖 消 耗 对 乳酸 的 得 率 系数 ,mol/mol; 
7 一 一 葡萄 糖 的 维持 常数 ,mol/(g。h) 。 
比 速率 关系 为 
04 Qu. 
wd mm 
4 ay =1/Y vou Bi — VY Las ERE H 
Qa =a y+. Qu. tm 
根据 实验 结果 检测 ,乳酸 的 比 生成 速率 (Qi.) 与 细胞 的 比 生长 速率 (y.) 之 间 有 
很 好 的 线性 关系 , 即 Qi 二 kp, 由 此 上 式 可 变 为 
Qa, = (i +A ku +m 
Qon = aiy +m 
由 实验 数据 可 以 确定 os 和 m ,从 而 建立 葡萄 糖 比 消耗 速率 与 细胞 比 生 长 速率 


二 mi 


第 9 章 生物 反应 过 程 的 质量 和 能 量 稀 算 269 


之 间 的 关系 。 

谷 氨 酰 胺 的 代谢 比较 复杂 , 既 作 碳 源 又 作 氮 源 , 主 要 用 于 细胞 生长 ,第 一 类 产 
物 (乳酸 ) 和 第 二 类 产物 ( 单 抗 ) 的 生成 以 及 能 量 维持 ,不 生成 第 三 种 产物 。 由 物料 
[EX 


TX Tac TMab 


+m:X 


TGln 7 7 7 
Ykcin — Yuson — Y w/o 


式 中 : reln 一 谷 氮 酰胺 的 消耗 速率 ,mol/h; 
rmab 一 一 单 抗 的 生成 速率 ,mol/h; 
Ywowm 一 一 用 于 细胞 生长 部 分 的 谷 氨 酰胺 消耗 对 细胞 的 得 率 系数 ,g/mol; 
Yiswcm 一 一 用 于 生成 乳酸 部 分 的 谷 氨 酰胺 消耗 对 乳酸 的 得 率 系数 ,mol/ mol ; 
Ywswcn 一 一 用 于 生成 单 抗 部 分 的 谷 氨 酰胺 消耗 对 单 抗 的 得 率 系数 ,mol/mol; 
ms 一 一 谷 氨 酰胺 的 维持 常数 ,mol/(g* h). 
比 消耗 速率 为 


AEN Qu. ES Quas 


7 7 7 
Yum — Yucm Y mab/Gin 


Qan +m: 


4 a= 1/Y%cn ,应 一 l/Y Gi » Ys = 1/Y Matron s ER Æ H 
Quai, =a y+ f Qu T Y? Quas HM: 
同样 Qi 与 y 之 间 具有 线性 关系 , 故 上 式 可 以 简化 为 
Qon =azy + Y; Qua, + m2 

利用 实验 数据 Quai ,wp 和 Qo ,通过 数学 软件 处 理 可 以 计算 出 a5 Y; Fl m; lO fii 
从 而 确定 谷 氨 酰 氨 的 比 消耗 速率 与 细胞 比 生长 速率 之 间 的 关系 。 

除 谷 氨 酰胺 以 外 的 其 他 和 氨基酸, 如 束 氨 酸 、 缴 氨 酸 、 亮 氮 酸 、 异 亮 氮 酸 、 和 蛋氨酸 、 
组 氨 酸 等 ,主要 用 于 细胞 生长 和 第 二 类 产物 ( 单 抗 ) 的 生成 ,一 般 不 用 于 维持 能 或 者 
极 少 用 于 维持 能 , 即 mm 二 me 二 0,m2s0。 由 碳 源 衡 算 可 得 到 细胞 利用 各 种 氨基 酸 
反应 的 模型 为 

Qaa =a; y+ Bs Quas 

再 利用 实验 数据 并 通过 数学 软件 处 理 , 可 以 确定 各 种 氨基 酸 的 c 和 8 值 。 

利用 碳 源 和 氮 源 衡 算 可 以 建立 起 细胞 反应 过 程 中 底 物 与 细胞 生长 和 产物 生成 
之 间 比 较 精 确 的 数学 关系 模型 ,为 生物 反应 控制 策略 的 实施 提供 指导 。 


9.3.2 ”生物 反应 过 程 中 的 氧 衡 算 


生物 反应 过 程 中 细胞 完全 氧化 碳 源 物质 时 生成 二 氧化 碳 和 水 。 若 在 单一 碳 源 
培养 基 内 培养 生物 细胞 并 产生 产物 的 条 件 下 ,可 建立 下 列 氧 的 衡 算式 : 
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A( 一 AS) = BAX + AO, + >)CAP (9-26) 
AP: A 一 一 碳 源 S 完全 氧化 需 氧 量 ,mol/mol; 
B 一 一 细胞 X 完全 氧化 需 氧 量 ,mol/g; 
C 一 一 代谢 产物 P 完全 氧化 需 氧 量 ,mol/mol。 
如 果 碳 源 为 葡萄 糖 , 则 A — 6 mol/mol; 对 于 细胞 一 般 可 取 B — 0. 042 mol/g; 产 
物 不 同 C 值 也 不 同 , 如 乙醇 C=3 mol/mol, 醋 酸 C—2 mol/mol, 乳 酸 C=3 mol/mol, 
式 (9-26) 中 ,AO; 是 细胞 反应 过 程 中 的 耗 氧 量 。 它 由 三 部 分 组 成 ,第 一 部 分 是 
用 于 细胞 维持 生命 活动 的 耗 氧 。 若 以 X 表示 细胞 浓度 ,mo 为 氧 的 维持 常数 (单位 ;: 
mol/€g * h)) lf Ac 时 间 内 维持 所 需要 的 耗 氧 量 为 moXAt。 第 二 部 分 是 用 于 生 
长 细胞 的 耗 氧 。 若 用 Yco 表 示 用 于 细胞 生长 的 氧 对 细胞 的 得 率 常数 (理论 得 率 系 
数 , 单 位 :g/mol) , 则 生长 AX 细胞 相应 的 耗 氧 量 为 AX/Yco。 第 三 部 分 是 用 于 产 
物 合成 的 耗 氧 。 若 用 Ypo 表 示 用 于 产物 合成 的 氧 对 产物 的 得 率 系数 (理论 得 率 系 
数 , 单 位 :g/mol) , 则 生产 AP 产物 相应 的 耗 氧 量 为 AP/Ypo。 


因此 生物 反应 过 程 中 的 总 耗 氧 量 : 
AO; = moXAt+AX/Yco+AP/Yro (9-27) 
由 式 (9-26) 并 忽略 代谢 产物 的 继续 氧化 可 得 
Ax(-8)-*x (a) x8 (9-28) 
即 
A Qs = By + Qo, (9-29) 


AP: Qs 一 一 底 物 的 比 消耗 速率 ,mol/(g。h); 
46 一 一 细胞 的 比 生 长 速率 ,hb ; 
Qo, E 氧 的 比 消耗 速率 ,mol/(g “hy 


由 式 (9-27) 得 
1 A0; 1 l1AX, 1 1AP i 
Qo —x^wm "9 YoX AC Y X M acus 
即 
Qs emo i-a Q (9-31) 
0; o Yoat Yro * d 


AP: Qo 一 一 产物 的 比 生 成 速率 ,mol /Cg * h). 
当 无 产物 生成 时 , 式 (9-31) 变 为 


Qo, =mot y -H (9-32) 


式 (9-32) 是 一 条 以 细胞 的 比 生长 速率 y 为 自 变量 ,以 对 应 的 比 耗 氧 速率 Qo, 
为 应 变量 的 直线 方程 。 在 试验 中 求 得 生物 细胞 的 比 生长 速率 y 所 对 应 的 比 耗 氧 速 
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率 Qo, 后 ,以 /为 横 坐 标 ,Qo, 为 纵 坐 标 作 图 ,可 得 一 条 直线 ,该 直线 在 纵 坐 标 上 的 
截 距 为 氧 的 维持 常数 mo ,直线 的 斜率 为 氧 对 细胞 的 理论 得 率 Yco 的 倒数 。 
将 式 (9-32) 代 人 到 式 (9-29) 可 得 
AQs=Bptmot Fp (9-33) 
变换 后 得 
Q=} (pL jo (9-34) 
将 式 (9-34) 与 式 (9-22) 进 行 比 较 , 可 得 到 碳 源 的 维持 常数 m 与 氧 的 维持 常数 mo 


的 关系 为 


m= (9-35) 
碳 源 对 细胞 的 理论 得 率 Yc 与 氧 对 细胞 的 理论 得 率 Yco 的 关系 为 
Pd ER , 
去 = (5g) (9-36) 


根据 式 (9-35) 可 知 , 氧 的 维持 常数 是 碳 源 维持 常数 的 A 倍 , 即 完全 氧化 m mol 
维持 碳 源 所 消耗 的 Am mol 氧气 量 为 氧 的 维持 常数 。 


9.3.3 生物 反应 过 程 中 的 ATP HA 


l. 能 量 生 长 偶 联 型 与 能 量 生长 非 偶 联 型 


生物 反应 过 程 中 消耗 的 能 量 均 来 自 底 物 (主要 为 碳 源 ) 的 生物 氧化 。 底 物 氧 化 
所 释放 的 能 量 有 一 部 分 以 化 学 能 的 形式 加 以 贮存 ,在 生物 细胞 中 这 种 以 化 学 能 形 
式 贮存 的 能 量 被 收集 在 具有 高 能 键 “ 一 ”的 有 机 化 合 物 中 ,如 ATP. ATP 是 生物 
反应 过 程 中 最 重要 的 高 能 化 合 物 。 在 氧气 充足 的 条 件 下 ,细胞 通过 氧化 磷酸 化 ,将 
碳 源 完全 分 解 为 二 氧化 碳 和 水 ,同时 生成 ATP。 如 1 mol 的 葡萄 糖 通过 氧化 磷酸 
化 完全 分 解 ,能 生成 38 mol 的 ATP。 在 氧气 不 足 的 条 件 下 ,细胞 通过 底 物 水 平 磷 
酸化 生成 ATP。 如 在 嫌 气 条 件 下 ,1 mol 葡萄 糖 同型 乳酸 发 酵 得 到 2 mol 乳酸 , 同 
时 生成 2 mol 的 ATP。 生 物 细 胞 生长 与 ATP 有 密切 关系 ,在 细胞 生长 繁殖 过 程 
中 ,依靠 ATP 中 的 高 能 键 释放 的 能 量 ,将 细胞 构成 材料 合成 细胞 高 分 子 物质 如 蛋 
白质 .DNA RNA 脂 类 以 及 多 糖 。 

在 生物 细胞 生长 过 程 中 可 能 出 现 两 种 情况 。 一 种 情况 是 合成 细胞 所 需要 的 材 
料 大 量 存 在 ,分 解 碳 源 所 生成 的 ATP 为 限制 因素 ,这 时 生物 细胞 的 生长 取决 于 
ATP 的 数量 ,这 种 生长 称 为 能 量 生 长 偶 联 型 。 用 Yar 表 示 ATP 对 细胞 的 得 率 , 即 
细胞 每 生成 1 mol ATP 同时 所 获得 的 细胞 质量 (单位 :g( 细 胞 )/mol(ATP))。 
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碳 源 对 细胞 的 得 率 Yys 
消耗 1 mol 碳 源 产生 ATP 的 物质 的 量 Yars 


对 于 能 量 生长 偶 联 型 来 说 ,Yarp 约 为 10 g( 细 胞 )/mol(ATP)。 

另 一 种 情况 是 ATP 过 量 存在 ,而 合成 细胞 的 材料 不 足 ,成 为 限制 因素 ,或 者 
存在 生长 抑制 物质 ,这 时 ATP 不 能 充分 和 有 效 地 被 用 于 生物 细胞 的 合成 ,过 量 的 
ATP 会 被 相应 的 酶 水 解 ,能 量 以 热量 方式 释放 。 这 种 生长 称 为 能 量 生长 非 偶 联 
型 。 对 于 能 量 生 长 非 偶 联 型 的 情况 ,Yare 会 大 大 低 于 10 g CHILD /mol CATP), A 
时 只 有 1 一 2 g( 细 胞 )/mol(ATP)。 

【 例 9-4] Aerobacter aerogenes 在 葡萄 糖 为 单一 碳 源 的 培养 基 上 进行 厌 氧 生 
长 , 碳 源 对 细胞 的 得 率 是 Yxws 一 25. 5 g/mol, 碳 源 对 代谢 产物 醋酸 的 得 率 是 Yws 一 
0. 87 mol/mol, 菌 体 细胞 内 碳 元 素 含量 为 0.45(g( 碳 )/g( 细 胞 )) ,计算 YArp 。 

解 : 由 于 培养 基 内 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 , 即 葡萄 糖 既 作 为 能 源 又 用 于 合成 细胞 。 
假定 用 于 合成 代谢 的 葡萄 糖 与 ATP 无 关 , 则 用 于 分 解 代 谢 的 葡萄 糖 可 作 如 
下 计算 ， 

细胞 内 碳 元 素 含量 为 0. 45(g( 碳 )/g( 细 胞 )) ,而 碳 源 对 细胞 的 得 率 是 Yxs = 
25.5 g/mol, 则 每 1 mol 的 碳 源 中 用 于 细胞 合成 的 碳 元 素质 量 为 

25.5X0.45 一 11.475<z11.48 g 

葡萄 糖 的 碳 元 素 含量 为 72 g/mol, 因 此 ,用 于 合成 细胞 的 碳 源 占 总 碳 源 的 百 分 

比 为 


Y ate (9-37) 


11. 48/72X 100% =15. 94% 

所 以 用 于 分 解 代 谢 的 碳 源 百分比 为 

1— 15. 9494 —84. 06% 

即 每 消耗 1 mol 碳 源 有 0. 8406 mol 碳 源 用 于 分 解 生成 ATP。 葡 萄 糖 通过 
EMP 途径 生成 丙酮 酸 ,每 消耗 1 mol 葡萄 糖 生成 2 mol 丙酮 酸 ,并 得 到 2 mol ATP 。 
丙酮 酸 每 生成 1 mol 醋酸 同时 得 到 1 mol ATP. H. Yrs —0. 87, 即 每 消耗 1 mol Wk 
源 生成 0. 87 mol 醋酸 。 因 此 ,每 消耗 1 mol 碳 源 生成 ATP 的 数量 为 

Y arp/s 7 2X 0. 8406 十 1X0. 87 —2. 5512(mol/mol) 
则 
Y= Yrs 2. 
Yates 2.5512 


由 此 可 以 判断 ,本 例 中 的 细胞 生长 方式 为 能 量 生长 偶 联 型 。 
2. 生物 反应 过 程 中 的 ATP 衡 算 
由 碳 源 分 解 代谢 生成 的 ATP 主要 用 于 细胞 维持 生命 活动 和 合成 细胞 两 方面 


一 9. 99(g/mol) 人 10(g/mol) 


第 9 章 生物 反应 过 程 的 质量 和 能 量 衡 算 273 


的 消耗 ,根据 物料 平衡 可 得 
(AATP)s=(AATP), + (AATP)G (9-38) 
式 中 ;AATP)s 一 一 碳 源 分 解 代谢 所 生成 的 ATP 量 ; 
(AATP)。 一 一 细胞 用 于 维持 生命 活动 的 ATP 消耗 量 ; 
(AATP)6 一 一 用 于 细胞 合成 的 ATP 消耗 量 。 
设 ma 为 ATP 的 维持 常数 , 则 细胞 X 在 At 时 间 内 ATP. 的 维持 消耗 为 ma XAt; 
设 YRA ATP 对 细胞 的 理论 得 率 系数 ,有 


ara ÄX P 
YA (ATP g/mol (9-39) 
即 
(AATP)e= -LAX (9-40) 
YT 
根据 zx 和 YX 名 的 定义 , 式 (9-38) 可 变换 为 
(AATP) ma XAt--zL ¢ 9-41) 
YATP 
或 
(AATP)s -Ï AXE E 
XA ma + we XA (9-42) 
Bp 
Qm m Lira (9-43) 
YA 


AH: Qam 一 一 碳 源 分 解 代谢 生成 ATP 的 比 速率 ,mol/(g * h). 
通过 实验 测 得 细胞 比 生 长 速率 yy 以 及 对 应 的 Qarp, 利 用 式 (9-43) 可 以 求 得 


ma 和 YAT o 
3. 氧 的 消耗 与 ATP 生成 之 间 的 关系 


在 通风 培养 时 , 氧 的 消耗 与 ATP 生成 之 间 存 在 着 一 定 的 关系 。 设 氧 的 消耗 
对 ATP 的 得 率 为 Ywvo W 


_ (AATP)s 
Yvo=— AO, 


Ywo 的 意义 为 每 消耗 1 mol 的 氧 生成 ATP 的 物质 的 量 。 有 时 氧 的 消耗 与 生成 
ATP 之 间 的 关系 也 用 P/O(mol(ATP)/mol( 氧 原子 )) 表 示 。 其 意义 为 每 消耗 
1 mol 的 氧 原子 生成 ATP 的 物质 的 量 。 细 胞 进行 氧化 磷酸 化 作用 ,一 个 氧 原子 接 
受 两 个 电子 与 两 个 质子 结合 生成 1 mol 水 ,同时 形成 了 3 mol 的 ATP .因此 P/O=3， 


(mol(ATP)/mol(O,)) (9-44) 
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但 这 在 哺乳 动物 的 肝脏 细胞 中 才能 达到 。 一 般 在 酵母 细胞 中 P/O 为 1. 0, 细 菌 细 
胞 中 P/O 为 0.5 一 1.0。 
两 种 得 率 系数 Ywo 与 P/O 之 间 的 关系 为 
Yuo—2P/O 或 者 P/O0=1/2Ywo (9-45) 
氧 的 消耗 与 呼吸 链 反 应 所 生成 ATP 的 量 成 正比 关系 ,车 此 过 程 的 ATP 的 生 
成 在 细胞 内 占 中 心 的 地 位 , 则 


(AATP)s =Y x040: (9-46) 
将 式 (9-46) 代 人 式 (9-41) 得 
(AATP)s = YwoAO,: = maXAt - XL - AX (9-47) 
YS 
AO, DA 1 
一 二 一 9-48 
XAt Yo YuoYTR^ i á 
ma 1 
= Tv—v (9-49) 
Qo, Yao Yoki 
将 式 (9-49) 与 式 (9-32) 比 较 可 得 
EE " 
mo Yo (9-50) 
Yeo 一 YwoY 允 R Ywo 一 产品 (9-5) 
ATP 
由 式 (9-43) 和 式 (9-49) 可 得 
Quare = Qo, Y vo (9-52) 
同时 还 可 以 得 到 
P/O— 1Y yo — 1 Yco/YR (9-53) 


9.4 生物 反应 过 程 中 的 能 量 衡 算 


生物 细胞 内 进行 的 反应 包括 吸收 能 量 和 释放 能 量 两 种 反应 ,这 两 种 反应 总 是 
偶 联 进行 的 , 偶 联 反应 中 ATP 的 水 解 占 主 要 地 位 。 细 胞 内 进行 的 生物 反应 很 复 
杂 , 但 是 仍然 服从 热力 学 定律 。 因 此 可 以 从 细胞 生长 的 宏观 生物 学 现象 来 描述 细 
胞 内 的 反应 与 热力 学 之 间 的 关系 。 生 物 细胞 内 的 反应 一 般 为 开放 体系 反应 ,细胞 
内 外 存在 物质 交换 ,因此 引用 不 可 逆 过 程 的 热力 学 来 对 生物 反应 进行 研究 是 
可 行 的 。 
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9.4.1 热力 学 基础 


1. 热力 学 第 一 定律 


热力 学 第 一 定律 指出 :自然 界 中 的 总 能 量 是 不 变 的 ”, 即 能 量 守恒 定律 。 取 一 
个 封闭 系统 ,根据 热力 学 第 一 定律 : 
AU—Q-W 或 Q=AU 一 W (9-54) 
式 中 : AU 一 一 系统 内 能 变化 ,kJ; 
Q 一 一 系统 与 环境 的 热 交 换 ,kJ; 
W 一 一 环境 对 系统 所 做 的 功 ,kJ。 
以 热 的 形式 对 系统 加 入 能 量 会 造成 系统 体积 变化 ,如 果 压 力 保持 恒定 ,系统 必 
定 对 环境 做 了 功 , 因 此 有 


AU—Q--W'— pAV (9-55) 
式 中 : p 一 一 恒定 的 压力 ,kPa; 
AV 一 一 体积 变化 量 m; 
wW 一 一 有 用 功 ,kJ。 
由 于 一 般 生 物 反应 器 都 是 在 恒 压 下 进行 ,可 将 烩 变 定 义 为 
AH — AU-- pAV (9-56) 
将 式 (9-56) 代 入 式 (9-55) 可 得 
AH= Q+W’ (9-57) 


因此 ,在 恒 压 下 ,A 互 表示 反应 所 吸收 的 热量 。 如 果 反 应 在 恒 压 恒 容 条 件 下 进行 ， 
即 没有 做 功 , 则 
AH=AU (9-58) 


2. 热力 学 第 二 定律 


热力 学 第 二 定律 指出 :“ 自 然 界 中 总 的 焙 在 增加 ”。 
焙 是 表征 系统 内 混乱 程度 的 物理 量 ,用 S 表示 。 定 义 焙 为 


as- (9-59) 


xx xg XH VFI TEE B 25 AE, il A RE TE EA AEE. XTR CO-590 MARA, 
可 得 


2 2 
AS — $, — S, [as NL (9-60) 
1 1 
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Wi S kA H 中 不 能 用 来 做 有 用 功 的 部 分 ,在 大 多 数 场 合 下 , 它 增 加 了 系统 中 
分 子 的 无 规则 运动 。 乘 积 TS 代表 以 分 子 无 规则 运动 方式 浪费 掉 的 能 量 。 热 力学 
第 二 定律 表明 ,系统 会 朝 着 炉 增 加 的 方向 发 生 自发 变化 。 


3. 热力 学 第 三 定律 


热力 学 第 三 定律 可 以 简单 理解 为 在 任意 标准 状态 下 对 炉 的 定义 , 它 指出 在 绝 
对 零度 以 下 一 切 纯 物 质 的 科 为 零 。 

因为 热 代表 了 无 规则 分 子 运 动 的 动能 ,加 热 便 是 增加 焙 。 若 系统 处 于 平衡 状 
态 , 有 

AQ= TAS (9-61) 

细胞 生长 过 程 是 化 学 物质 从 无 秩序 状态 形成 高 度 组 织 化 的 细胞 的 过 程 ,因此 
只 考虑 生物 细胞 生长 ,其 信 是 减少 的 。 但 是 在 细胞 生长 的 同时 ,一 部 分 底 物 会 生成 
代谢 产物 并 释放 热量 ,因此 将 细胞 外 环境 考虑 在 内 的 系统 , 炉 是 增 大 的 。 


4. 自由 能 


将 热力 学 第 一 定律 和 第 二 定律 结合 起 来 ,定义 自由 能 函数 AG: 
AG=AH—TAS (9-62) 
自由 能 代表 在 等 温 条 件 下 系统 的 总 能 量 中 做 功 的 部 分 的 比例 , 它 是 系统 的 一 种 状 
态 性 质 , 即 自由 能 的 变化 由 系统 的 状态 决定 而 与 达到 该 状态 的 途径 无 关 。 当 系统 
处 于 平衡 状态 时 ,自由 能 变化 为 零 , 则 
AH=TAS (9-63) 


9.4.2 生物 反应 过 程 中 的 能 量 衡 算 


1. 氧化 烩 变 和 自由 能 对 细胞 得 率 Yu 


生物 细胞 利用 底 物 中 的 碳 源 氧化 过 程 中 释放 的 能 量 并 通过 ATP 获得 其 生长 
所 需要 的 能 量 。 物 质 氧 化 伴随 着 电子 的 转移 ,在 氧化 过 程 中 ,每 分 子 的 氧 可 以 接受 
4 个 电子 ,每 氧化 1 mol 的 葡萄 糖 需要 消耗 6 mol 的 氧气 , 即 需要 转移 24 mol 电子 。 
氧化 时 每 转移 1 mol 有 效 电子 ,平均 释放 111 kJ 的 热量 , 记 作 : 


AH。,e 二 一 111 kJ/mol( 有 效 电子 ) (9-64) 
因此 ,葡萄糖 完 全 氧化 释放 的 能 量 为 
AH =(—111)X24= — 2664 (kJ/mol) (9-65) 


h FEH ME E 3 (2537C) FHETT , ARERI A (01 ER 
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酵 过 程 中 , 碳 源 完 全 氧化 相应 的 标准 自由 能 变化 计算 如 下 
Cs Hz Os +60:—6C0; +6H:0 
ilf 2E Jg 
AS9— >) SRw 一 2) S&uw 
一 (6S&, + 658,0) — (S&u,o, 十 6S& ) 
= (6 X 0. 213 +6 X 0. 0698) 一 (0.212 十 6X0.205) 
= 0. 255 (kJ/(K * mol)) 
T - AS® = (298 ~ 310) X 0. 255 
= 76.0 ~ 79. 1 kJ/mol <— AH¿ = 2664 kJ/mol 
自由 能 为 
AGGu,,0, 一 AHs 一 T * AS&AHS^AHs 一 一 2664 kJ/mol 
式 中 : AH A DH RAE KRKE kJ/mol, 
4:99] Ist zs e PR 4 n 779] B bg f A rh AEREE EFIE. RETE 
氧化 磷酸 化 过 程 中 ,1 mol 可 生成 38 mol ATP, 此 过 程 的 标准 自由 能 效率 为 
38XAG@ ， 38x(— 
SEX CB a2 
因此 ,在 生物 反应 过 程 中 有 一 半 以 上 的 自由 能 ( 约 58%) 以 废 热 的 形式 释放 ,这 是 
生物 反应 过 程 的 主要 热源 。 
生物 反应 过 程 可 以 用 自由 能 消耗 对 细胞 的 得 率 Yu 表示 对 能 量 的 利用 情况 。 
" 细胞 生长 量 
细胞 所 保持 的 自由 能 十 分 解 代谢 释放 的 自由 能 


" 细胞 生长 量 
生长 细胞 氧化 烩 变 十 碳 源 与 其 产物 之 间 的 答 变 差 
AX 
C- AH -AX + C- AHO 
AP: AH, — VA AUI (0 A E38 OS JETER A 2E LC AH, — —22. 15 kJ/g; 
AH. — iH FER RCUS 55 Hi Ec 26 i0 P 99 Zr [8] 0 A 28 25 o 
以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 ( 既 作为 能 源 , 又 作为 构成 细胞 的 材料 ) ,在 通风 培养 条 件 
下 ,生物 反应 过 程 可 以 表示 为 
— AS + AO; — AX + A00: + 2)AP 


式 中 : AS 一 一 碳 源 消耗 量 ; 
AP 一 一 代谢 产物 生成 量 。 
则 有 


(9-66) 


AH.— (— AHs) * (— AS) 一 (人 AH * AX — 51 C- AHs) * AP 
= (— AHo) * AO; 
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式 中 : AHs 一 一 碳 源 的 氧化 烩 变 ,kJ/mol; 
AH 一 一 产物 的 氧化 烩 变 ,kJ/mol; 
AH 一 一 细胞 呼吸 ( 耗 氧 ) 反 应 的 烩 变 ,kJ/mol。 
式 (9-66) 可 以 变换 成 


Yu AX 


(— AH * AX t (— H0) * 0; 


- 1 : 
~ — AH, — AHó /Y wo SPON 


以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 ,在 厌 氧 条 件 下 ,生物 反应 过 程 可 以 表示 为 
— AS — AX + A00; + DAP 
假设 用 于 构成 细胞 的 碳 源 消耗 为 (一 AS)cCmol/L) , 碳 源 中 含 碳 元 素 的 量 为 
a; (g/mol) ;细胞 内 所 含 碳 元 素 的 量 为 s (g/g) ,根据 碳 元 素 衡 算 可 得 
(一 AS)c 一 至 AX 
a 
构成 细胞 以 外 的 碳 源 消耗 为 


AS 一 (一 AS)c AS 


则 有 


AH. —( an AS & ax) $C AH») * AP 
1 
式 (9-66) 可 以 写成 


Yu AX 


C- AH) * AX -( AHs[ AS (& -ax)] 9 C- AH) * AP 
1 


Yws 
(— AH,) * Yys — amsl1 = . Yus J+ MAH» * Yrs 
AP: w 一 一 碳 源 所 含 碳 元 素 的 量 ,g/mol; 
qs 一 一 细胞 所 含 碳 元 素 的 量 .g/g。 
在 复合 培养 基 中 , 厌 氧 条 件 下 , 碳 源 仅 作为 能 源 , 生 物 反 应 过 程 可 以 表示 为 
— AS —- ACO; + >)AP 


(9-68) 


则 有 


AH, = (一 AHs) * (一 AS) — > ) C- AH) * AP 
Yu non Jy 
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AX 
(一 AH.) 。AX 十 (一 AHs)( 一 AS) 一 >) (— AHp) * AP 
Yys 
(— AH,) * Yws — AHs 十 3, AHs * Yys 
复合 培养 基 中 ,通风 条 件 下 ,生物 反应 过 程 可 以 表示 为 
— AS + AO; 一 ~ ACO; 十 >)AP 


(9-69) 


则 有 


AH. = (一 AHs)。 (一 AS) — >) (~ AH) + AP = (一 AHB * AO, 
Yw 可 表示 为 


AX 
(— AH * AX 十 (— H0) * AO; 


z 1 
— AH, — AH6 /Ywo 


式 (9-67) 和 式 (9-70) 是 一 致 的 ,因为 在 任何 培养 条 件 下 ,任何 生物 细胞 在 通 
风 培 养 时 细胞 呼吸 使 碳 源 被 氧化 ,此 耗 氧 反应 的 烩 变 就 是 分 解 代谢 所 释放 的 能 量 。 


2. 生物 反应 过 程 中 的 能 量 衡 算 


根据 在 单一 碳 源 培 养 基 内 碳 源 消 耗 形成 生物 细胞 .代谢 产物 以 及 完全 氧化 的 
条 件 下 建立 的 衡 算式 可 以 写 出 烩 变 的 能 量 衔 算 式 : 
A * AHó (一 AS) = B + AHó * AX+ AHS * AO; + 3C * AHG * AP 
或 者 


Yw 


(9-70) 


A* AHó * Qs = B* AHó * p+ AHG * Qo, + 22C * AHS * Qe 
或 者 
AH; .Qs = AH; +p +AH + Qo, + DAH; * Qr (9-71) 
式 中 : AHS — Bici AAE IA RE THER JEER 2E Lk] /g 
AH —— HW RAE VU RE T PERS H EME RO 18 2E kJ/mol; 
AHg —— j^) RAe IA RUBY ERE JETER 18 2E kJ/mol. 
由 (9-71) 可 得 
AH; .Qs — DAH; -Qr = AH; p+ AHG + Qo, (9-72) 
其 中 AHZ + 4 为 生物 反应 过 程 中 合成 细胞 所 需要 的 能 量 , 可 以 表示 为 :(1/Y6)。 
LAH6 * Qo, 为 细胞 维持 生命 活动 所 消耗 的 能 量 , 表 示 为 m 。 因 此 上 式 可 以 写成 : 
(~—AHs*) .Qs — X (~ AH) * Qe 
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= (— AH} ) .Ap 十 (一 AH * Qo, 
Y. 
RP: Y6 一 一 碳 源 (生物 反应 的 能 量 ) 以 能 量 计 对 细胞 的 理论 得 率 ,g/kJ; 
m 一 一 碳 源 以 能 量 计 细 胞 的 维持 常数 ,kJ/(g*h)。 
若 过 程 中 不 产生 代谢 产物 (AP=0) ,将 式 (9-73) 与 式 (9-23) 比 较 可 得 
Yo 
— AH; 
m 一 (— AHi)*m 

实际 上 ,以 能 量 计 的 维持 常数 就 是 碳 源 维持 常数 完全 氧化 释放 的 能 量 。 

由 生物 反应 过 程 的 氧 衡 算式 (9-26) 可 以 写 出 能 量 衡 算 的 另 一 种 形式 : 


(—AHS)* Qo, =(— AHG ) * mot+(—AH6)* H= mot 


, 
=m + 


Y= 


1 
Yco Yco á 


式 中 : mo 一 一 以 能 量 计 氧 的 维持 常数 ,kJ/(g。h); 
Y6o 一 一 以 能 量 计 氧 对 细胞 生长 的 理论 得 率 系数 ,g/kJ。 
将 式 (9-76) 代 入 式 (9-73) 可 得 


(— AHi) .Qs — CAHE) eQ 


i (mot p- u)e GAH yeg 
GO 


i , 1 
mot [ AH; ty]. u 
369-77) 55k (9-730 He fem] f 


m = mo 

1 1 
or = (— AHi) +z 
Yc Y co 


(9-73) 


(9-74) 


(9-75) 


(9-76) 


(9-77) 


(9-78) 


(9-79) 


从 式 (9-79) 可 以 看 出 ,以 能 量 计 碳 源 的 维持 常数 和 以 能 量 计 氧 的 维持 常数 是 
统一 的 ,两 者 实际 上 是 一 个 值 , 即 用 于 维持 消耗 的 碳 源 完全 氧化 释放 的 能 量 。 

【 例 9-5] 以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 ,在 通风 条 件 下 连续 培养 Azotobacter 
vinelandii ,从 实验 数据 中 求 出 碳 源 维持 常数 验 =1.4X10 ”mol/(g。h), 碳 源 对 
菌 体 的 理论 得 率 Yo — 65 g/mol。 计 算 与 能 量 衡 算 相 应 的 维持 常数 六 omo Ya. 


Yoo. 
解 : 根据 式 (9-35) 计 算 氧 的 维持 常数 得 
mo=mA=1. 4X107? X6—8. 4X 107 (mol/(g * h)) 
根据 式 (9-36) 计 算 Yco 可 得 
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DET TER 
mia om 


则 
Y. Yc 65 
99 A—BYs 6—0.042X65 


根据 式 (9-75) 计 算 m 和 m6 可 得 
m'—mC- AHà ) 21.4X 107? X 2664—3. 73(kJ/Cg * b) 
mo—moC— AH6)2—8.4X107? X444—3. 73(kJ/Cg * h)) 
根据 式 (9-74) 计 算 Yo 、Y6o 可 得 
Ye _65 


19. 9(g/moD 


^— = p 
Ye 一 三 A 丽 一 2664 —0. 024Cg/k]) 
/ Yo — 19.9 
Yeco 一 一 AH = 0. 045(g/kJ) 


3. 生物 反应 过 程 中 产 热 速 率 计算 


生物 反应 过 程 中 无 论 是 好 氧 还 是 厌 氧 过 程 都 有 热量 产生 。 大 部 分 的 热量 是 作 
为 碳 源 或 者 能 源 的 有 机 底 物 在 分 解 过 程 中 产生 的 。 碳 源 分 解释 放 的 能 量 一 部 分 以 
ATP 等 高 能 化 合 物 的 形式 存储 起 来 ,其 余 的 能 量 以 热 的 形式 释放 到 环境 当中 。 而 
且 细 胞 在 利用 ATP 用 于 细胞 生长 和 代谢 的 过 程 中 也 会 释放 出 热量 。 在 好 氧 反 应 
过 程 中 ,假设 反应 过 程 只 有 唯一 碳 源 , 则 碳 源 分 解释 放 的 能 量 为 AHs (一 AS), 转 
移 到 细胞 中 的 能 量 为 AH; 。AX, 进 入 到 产物 中 的 能 量 为 > AH; + AP, 则 反应 
过 程 中 释放 出 的 热量 为 

AQ = AHs * (一 AS) — AH; “AX 一 > AH * AP (9-80) 

由 式 (9-80) 可 以 看 出 ,反应 过 程 释放 的 热量 等 于 底 物 燃烧 热 与 细胞 物质 和 产 
物 燃烧 热 之 差 。 

车 用 Qn 表示 生物 反应 过 程 释 放 热 量 的 比 速率 ,并 根据 式 (9-71) 可 得 到 


Q AQ AO; 
H OC NET WA 


由 此 可 见 ,好 氧 反 应 过 程 中 释放 的 反应 热 与 氧 的 消耗 具有 正比 关系 ,比例 系数 

为 AH6 。 经 过 大 量 的 实验 证 明 ,在 好 氧 反 应 过 程 中 ,反应 热 的 释放 比 速率 Qn 与 氧 
的 比 消耗 速率 Qo, 具有 如 下 关系 四: 

Qu =(0. 5180. 013)Qo, (9-82) 

AHo 理论 值 为 0. 444 kJ/mmol, 与 实际 测量 值 的 误差 在 20% 以 内 。 利 用 这 个 

关系 可 以 对 反应 过 程 中 释放 的 热量 进行 估算 ,并 且 可 以 用 于 指导 冷却 用 水 量 和 设 


* AHo —AH6 * Qo, (9-81) 
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置 反应 器 的 冷却 面积 。 当 反应 过 程 中 供 氧 不 足 时 ,生物 细胞 的 代谢 途径 就 有 可 能 
发 生 改 变 , 此 时 ,反应 热 的 释放 速率 与 氧 的 消耗 速率 就 不 会 符合 以 上 关系 。 


jd 


9-1 以 葡萄 糖 为 基质 进行 面包 酵母 (S. cerevisiae) Jk 28 , t W iE fe nT JH F 5X 
表达 : 

C; Hiz Os +30; HaNH; =bC; Hi; NO, (面包 酵母 ) 十 cH;O0 十 dCO， 

求 计量 关系 中 的 系数 abc Md. 

9-2 以 葡萄 糖 为 碳 源 ,NHs 为 氮 源 ,进行 某 种 细菌 好 氧 培养 ,消耗 的 葡萄 糖 
中 有 2/3 的 碳 源 转化 为 细胞 中 的 碳 。 反 应 式 : Cs Hiz Os 十 aO» 十 bNH; = 
cC, OH, s Nos O2) -dH2O 十 eCOs 。 计 算 上 述 反应 中 的 得 率 系数 Yws 和 Yxo。 

9-3 乙醇 为 碳 源 ,通风 培养 酵母 ,检测 结果 如 下 : 

mu 0.020 0.055 0. 095 0.115 0.119 
Qo, /(g/(g * h)) 0. 0278 0. 0589 0. 0909 0.111 0.115 


由 已 知 结果 , 作 图 求 Yco 和 mo。 

9-4 利用 某 细菌 进行 通风 好 氧 培养 ,已 知 :Yxs 王 180 g/mol,Yxwo 王 30.4 g/mol, 
每 消耗 1 mol 葡萄 糖 可 生成 2 mol ATP, 氧 化 磷酸 化 P/O H 0.8. 3R Y arro 

9-5 利用 葡萄 糖 进行 乙醇 发 酵 , 菌 体 含 碳 量 为 0. 52 ,每 生成 1 mol 乙醇 可 生 
成 1 mol CO, ,假设 YAre 王 10 g( 细 胞 )/mol(CATP)。 求 Yxs 和 Yes 的 值 。 

9-6 以 葡萄 糖 为 唯一 碳 源 通风 培养 某 种 微生物 ,已 知 Yxs 一 91. 8 g/mol, 葡 
萄 糖 的 燃烧 热 为 2664 kJ/mol, 求 Yu o 

9-7 以 葡萄 糖 为 碳 源 进行 通风 培养 某 种 好 氧 微生物 ,已 知 :mo 一 5.5X10 
mol/(g。h) ,Yeco 王 13 g/mol。 如 果 YArp 分 别 为 5 g/mol 和 10 g/mol, P/O 各 为 多 
少 ? 并 计算 两 种 情况 下 的 ma. 


符 号 说 明 


还 原 度 AS 生物 反应 过 程 中 消耗 的 总 碳 源 量 ， 
X 细胞 浓度 ,g/L mol/L 


a. 
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(AATP)s 


(AATP)。 


(AATP)e 


YR 


Qu» 


用 于 生成 细胞 物质 消耗 的 碳 源 量 ， 
mol/L 

用 于 提供 维持 能 消耗 的 碳 源 量 ， 
mol/L 

用 于 合成 代谢 产物 消耗 的 碳 源 量 ， 
mol/L 

用 于 细胞 生长 部 分 的 碳 源 对 菌 体 的 
得 率 系数 (理论 得 率 系数 ),g/mol 

碳 源 的 维持 常数 ,mol/(g" h) 

碳 源 对 代谢 产物 的 理论 得 率 系数 ， 
mol/mol 

底 物 的 比 消耗 速率 ,mol/(g。h) 
产物 的 比 生 成 速率 ,mol/(g* h) 
细胞 的 比 生长 速率 ,h 
物质 含 氮 量 

碳 源 完全 氧化 需 氧 量 ,mol/mol 
细胞 完全 氧化 需 氧 量 ,mol/g 

代谢 产物 P 完全 氧化 需 氧 量 ， 
mol/mol 

氧 的 比 消耗 速率 ,mol/(g*， h) 
生物 反应 过 程 中 的 耗 氧 量 ,mol/h 
氧 的 维持 常数 ,mol/(g。h) 

氧 对 细胞 的 理论 得 率 系数 ,g/mol 
ATP 对 细胞 的 得 率 系数 ,g( 细 胞 )/ 
mol(ATP) 

氧 对 产物 的 理论 得 率 系数 ,g/mol 
碳 源 分 解 代谢 所 生成 的 ATP 数 
量 ,mol/mol 

细胞 用 于 维持 生命 活动 的 ATP 消 
耗 数量 ,mol/mol 

用 于 细胞 合成 的 ATP 消耗 ,mol/g 
ATP 对 细胞 的 理论 得 率 系数 ， 
g/mol 

碳 源 分 解 代谢 生成 ATP 的 比 速 
率 ,mol/(g* h) 


氧 消耗 对 ATP. 的 得 率 系数 ,mol/mol 
消耗 1 mol 氧 原子 生成 ATP 的 物 
质 的 量 ,mol(ATP)/mol( 氧 原子 ) 

系统 内 能 变化 ,kJ 

系统 与 环境 的 热 交 换 ,kJ 

环境 对 系统 所 做 的 功 ,kJ 

Ki 

Lp 

自由 能 函数 

T RUB T PEST E LI] / mol 

UA ZE TFE E A IE ME Wk WA hI AA 
ZE „kJ/mol 

自由 能 消耗 对 细胞 的 得 率 系数 ， 
g/kJ 

以 细胞 的 燃烧 热 为 基准 的 焙 变 ， 
kJ/g 

消耗 的 碳 源 与 由 其 转变 的 产物 之 
Ta] ff 4 25 25 ,kJ 

细胞 氧化 以 有 效 电 子 转移 为 基准 
HORAE k]/g 

产物 氧化 以 有 效 电子 转移 为 基准 
fij f 2E „kJ/mol 

有 效 电 子 转移 为 基准 的 呼吸 反应 
A8 25 kJ/mol 

碳 源 所 含 碳 元 素 的 量 ,g/mol 

细胞 所 含 碳 元 素 的 量 ,g/g 

以 能 量 计 碳 源 ( 生 物 反应 的 能 量 》 
对 细胞 的 理论 得 率 系数 ,g/kJ 

以 能 量 计 碳 源 的 维持 常数 ， 
kJ/(g* h) 

以 能 量 计 氧 的 维持 常数 ,kJ/(g* bh) 
以 能 量 计 氧 对 细胞 生长 的 理论 得 
率 系数 ,g/kJ 

生物 反应 过 程 释放 热量 的 比 速率 ， 
kJ/(mol* h) 
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